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1. Einleitung.
1.1. Antikörper.
1.1.1. Geschichte.
Es.wird.vermutet,.dass.an.Heiligabend.1891.die.erste.passive. Immunisierung.durchgeführt.
wurde1.. Ein. kleiner. Junge. soll. durch. die. Injektion. eines. Diphterieantitoxins. geheilt. worden.
sein,.was. jedoch.nicht.eindeutig.durch.Quellen.zu.belegen. ist2..Die.passive. Immunisierung.
ist. vor. allem. auf. die. Forschungsarbeiten. von. Emil. von. Behring. und. Shibasabura. Kitasato.
zurückzuführen.. Diese. veröffentlichten. 1890,. dass. das. Serum. eines. zuvor. mit.
Diphtherietoxin. immunisierten. Kaninchens. neutralisierende. Wirkungen. auf. ein. Tier. hat,.
welches. eine. tödlichen. Dosis. injiziert. bekommen. hatte3.. Des.Weiteren. gelang. es. Behring.
und. Kitasato. diese. Ergebnisse. für. das. Tetanustoxin. erfolgreich. zu. reproduzieren.. Die.
Farbwerke. Höchst. begannen. 1893. mit. der. Immunisierung. von. Schafen,. um. den. großen.
Bedarf.an.Antiseren.zu.decken4..Frankreich.produzierte.DiphtherieYAntiseren.in.Pferden,.was.
dazu. führte,.dass. in.Paris.1894.die.Sterblichkeit.durch.Diphtherie.von.über.50.%.auf.25.%.
sank5.. Im. selben. Jahr. wurden. zudem. in. Großbritannien. erste. Tests. auf. Grundlage. von.
Behrings. Experimenten. durchgeführt. und. erfolgreich. abgeschlossen6.. Die. sogenannte.
Serumkrankheit. nach. Gabe. von. Pferdeserum,. gekennzeichnet. durch. Fieber,.
Hautausschläge.und.Gelenkschmerzen,.verringerte.jedoch.den.Erfolg..Behring.führte.weitere.
Tests.zur.Fällung.der.Proteinfraktion.im.Serum.durch.und.konnte.dadurch.die.Nebeneffekte.
der.Serumkrankheit.reduzieren,.jedoch.nie.vollständig.eliminieren...
Paul. Ehrlich. ermöglichte. durch. die. Etablierung. eines. auf. Meerschweinchenimmunisierung.
basierenden.Nachweissystems.das.frühzeitige.Erkennen.von.BatchY.zu.BatchYUnterschieden.
bei.der.Großproduktion.von.Antiseren7,8..
Später.war. es.Ehrlich,. der. seine.Seitenkettentheorie. von. Toxizität. postulierte..Die. Theorie.
besagte,. dass. Toxine. Seitenketten. ausbilden,. die. dafür. verantwortlich. sind,. dass. im.
Organismus.eine. Immunantwort.hervorgerufen.wird,.welche.dem.heutigen.Verständnis.von.
Antikörpern.entspricht.(Abbildung.1)9..
Auch. heute. noch. wird. diese. Art. der. passiven. Immunisierung. angewandt5,10.. So. wurden.
Versuche. durchgeführt,. um. AIDS. Patienten. durch. die. Gabe. von. Donorimmunglobulinen.
passiv.zu.immunisieren11...
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Abbildung.1:.Schematische.Darstellung.der.Seitenkettentheorie.von.Paul.Ehrlich9.
1.1.2. Antikörperklassen.und.Antikörperaufbau.
Antikörper. sind. eine. Klasse. von. Glykoproteinen,. welche. aus. unterschiedlichen. Domänen.
aufgebaut. sind.. Die. Domänen. unterscheiden. sich. in. Struktur. und. Funktion.. Humane.
Antikörper.sind. in.verschiedene.Klassen.aufgeteilt,.die.sich. jedoch.alle. in.einer.YYförmigen.
Heterodimerstruktur. ähneln.. Der. Aufbau. jeder. dieser. Strukturen. besteht. aus. einem. Paar.
identischer. schwerer. Ketten. (~50Y75.kDa). und. einem. Paar. leichter. Ketten. (~25.kDa).. Die.
Antikörperklassen. sind. auf. ihrer. zu. Grunde. liegenden. der. schweren. Kette. definiert.. Die.
schweren.Ketten.α,.δ,.ε,.γ.und.μ.definieren.die.Klassen.IgA,.IgD,.IgE,.IgG.und.IgM,.die.alle.
unterschiedliche. Funktionen. im. Immunsystem. haben.. Die. Isoformen. der. leichten. Kette.
(entweder.κ.oder.λ).sind.für.alle.Antikörperklassen.identisch..Tabelle.1Y1.gibt.eine.Übersicht.
der.unterschiedlichen.Klassen.und.deren.Isoformen12..
Tabelle.1Y1:.Übersicht.der.unterschiedlichen.Antikörperklassen.und.deren.Isoformen.
Klasse. Schwere.Kette. Subklassen. Leichte.Kette.
IgG. γ. γ1,.γ2,.γ3,.γ4. κ.oder.λ.
IgM. μ. Keine. κ.oder.λ.
IgA. α. α1,.α2. κ.oder.λ.
IgE. ε. Keine. κ.oder.λ.
IgD. δ. Keine. κ.oder.λ.
.
Die. Grundstruktur. der. unterschiedlichen. Antikörperklassen. am. Beispiel. eines. IgGs.
(Abbildung. 2). besteht. aus. einem. FcYTeil. („fragment. crystallizable“). und. dem. AntigenY
bindenden. FabYFragment. („fragment. antigen. binding“).. Trotz. ihrer. unterschiedlichen.
Funktionen. bestehen. beide. Untereinheiten. in. erster. Linie. aus. βYFaltblättern.. Der. FcYTeil.
eines.IgG.Antikörpers.ist.unterteilt.in.eine.Gelenkregion,.die.CH2Y.und.die.CH3YDomäne..Die.
Funktionen.dieses.Teils.sind.zum.einen.die.Interaktion.mit.Effektorzellen.des.Immunsystems.
und. zum. anderen. die. Verlängerung. der. Halbwertzeit. im. Serum13Y16.. Das. FabYFragment.
bindet.mit.einer.spezifischen.Affinität.an.sein.jeweiliges.Antigen.bindet,.enthält.Elemente.aus.
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leichter. und. schwerer. Kette.. Die. CH1Y. bildet. zusammen. mit. der. VHYDomäne. den. Teil. der.
schweren.Kette,.während.CL.(aus.Kappa.(κ).oder.lambda.(λ)).und.VL.die.leichte.Kette.bilden...
Die. größte. Gruppe. der. Immunglobuline. bilden. die. IgG17.. Diese. Gruppe. ist. weiter. in. die.
Subklassen.IgG1,. IgG2,. IgG3,. IgG4.unterteilt..Die.unterschiedlichen.Subklassen.haben.95.%.
Strukturhomologität..Die.größten.Aminosäureunterschiede.sind.in.der.Hinge.Region..Zudem.
gibt. es.Abweichungen. in. dem.Bereich.der.Disulfidbrücken. zwischen. leichter. und. schwerer.
Kette..Hier. ist.das.für.die.Brückenbildung.verantwortliche.Cystein.unterschiedlich.platziert18Y
21.. Die. Isoformen. sind. sich. jedoch. aufgrund. der. nur. geringen. Abweichungen. in. der.
Aminosäuresequenz.in.ihrer.dreidimensionalen.Struktur.sehr.ähnlich12..
.
Abbildung.2:.Detaillierte.Darstellung.des.Immunglobulin.G.
.
VH.und.VL.bilden.einen.nichtYkovalenten.Komplex.und.bilden.so.die.Fragment%variable.(FV)Y
Region.. Ein. Teilbereich. der. FVYRegion,. der. Kontakt. zum. Antigen. hat,. sind. die.
complementarity%determining%regions%(CDR)..Diese.bilden.drei.hypervariable.Loops.genannt.
CDRYL1,.CDRYL2.und.CDRYL3.für.die.leichte.Kette.und.CDRYH1,.CDRYH2.und.CDRYH3.für.
die. schwere. Kette.. Über. Kristallstrukturanalysen. konnten. dafür. die. exakten. Proteinloci.
definiert.werden22..Zwischen.den.CDR.befinden.sich.sowohl.für.die.leichte.Kette.als.auch.für.
die. schwere.Kette. die. sogenannten.FrameworkYRegionen..Die. genaue.Definition. der.CDR.
hat. sich. im. Laufe. der. Jahre. verändert,. sodass. es. je. nach. Analyseverfahren. zu.
Unterschieden. in. der. genauen. Bestimmung. kommen. kann23Y28.. CDR. der. VH. und. VL.
unterscheiden.sich.in.der.Länge.der.Aminosäuresequenzen..In.Tabelle.1Y2.sind.die.Längen.
dargestellt..
Tabelle.1Y2:.Länge.der.Aminosäuresequenz.der.CDR.von.VL.und.VH.nach.Chothia29.
. CDRYH1. CDRYH2. CDRYH3.
Schwere.Kette. 8Y10. 6Y8. 3Y25.
. CDRYL1. CDRYL2. CDRYL3.
Leichte.Kette. 10Y17. 7. (3).7Y11.
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1.1.3. Organisation.und.Expression.von.Immunglobulingenen.
Das. humane. BYZell. System. exprimiert. ~108. verschiedene. Antikörper,. wobei. jede. BYZelle.
~105. Kopien. jedes. Antikörpers. produziert.. Jeder. Antikörper. setzt. sich. aus. einer. schweren.
und. einer. leichten. Kette. zusammen.. Bei. den. leichten. Ketten. wird. zwischen. Lambda. und.
Kappa. unterschieden..Die.Gene. sind. auf. den.Chromosomen. 22. (leichte. Kette. Y. Lambda),.
Chromosom. 2. (leichte. Kette. –. Kappa). und. Chromosom. 14. (schwere. Kette). kodiert.
(Abbildung.3).30Y32...
.
Abbildung.3:.Lokalisation.der.humanen.Immunoglobulingene30Y32.
.
Verglichen. mit. dem. EinYGenYeinYProteinYDogma. sind. die. Diversität. und. der. Aufbau. der.
Antikörper. ein. Paradoxon.. Die. schweren. und. leichten. Ketten. haben. CYterminal. variable.
Regionen,. denen. NYterminal. eine. konstante. Region. folgt.. Darüber. hinaus. sind. bei. der.
schweren. Kette. variable. Regionen. zu. finden,. denen. unterschiedliche. konstante. Regionen.
folgen.. Dies. wird. durch. die. somatische. Theorie. erklärt,. die. besagt,. dass. aufgrund. von.
genetischen.Rekombinationen.wie. somatischer.Mutationen. und.Rekombination. eine. kleine.
Nummer. von. Keimbahngenen. zu. einer. großen. Menge. von. Antikörpern. führt33.. Für. die.
leichten. Ketten. wird. das. Generieren. der. VL. durch. drei. Gensegmente. erreicht,. von. denen.
zwei.in.der.fertigen.Kette.im.Antikörper.zu.finden.sind:.Leader,.variable.(VY).und. joining.(JY).
Segment17..
VY. und. JYSegment.werden. zunächst. auf.DNAYEbene. kombiniert. und. anschließend. in.RNA.
transkribiert,. die. nach.Polyadenylierung. und.Spleißen. im.Anschluss. translatiert.wird..Nach.
dem.Transport.durch.das.ER.wird.das.LeaderYPeptid.entfernt17..
Die. schwere. Kette. besteht. aus. vier. Elementen:. Leader,. VY,. DY. und. JYSegment.. Der.
Zusammenbau.verläuft.entsprechend.der.leichten.Kette,.wobei.zunächst.die.Elemente.D.und.
J. verbunden. werden. und. das. VYSegment. folgt.. Je. nach. AntikörperYSubtyp. sind.
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unterschiedliche. constant. (CY). Segmente. zu. finden17.. In. Abbildung. 4. ist. dieser. Vorgang.
schematisch.dargestellt..
.
Abbildung.4:.Organisation.und.Rearrangement.von.Keimbahngenen.17.
.
Die.Kombinationen. aus. einer. großen.Zahl. an. unterschiedlichen.VY,. (DY). und. JYSegmenten.
der. schweren. und. leichten. Kette. führen. zu. einer. theoretischen. Diversität. von. ~3x106.
unterschiedlichen.Antikörpern.(Tabelle.1Y3)..
Tabelle.1Y3:.Geschätzte.Anzahl.an.Keimbahnsegmenten.(verändert.nach17).
. . Leichte.Ketten.
Keimbahn.Segmente. Schwere.Kette. κ.. λ.
V. 51. 40. 30.
D. 27. 0. 0.
J. 6. 5. 4.
Kombinatorische.VYDYJ.und.VYJ.Verbindungen.
(Mögliche.Anzahl.an.Kombinationen).
51.x.27.x.6.=.8262. 40.x.5.=.200. 30.x.4.=.120.
Kombinatorische.Möglichkeiten.durch.
Zusammenbringen.der.VL.und.VH.
8262.x.(200.x.120).=.2,64.x.106.
Die.postulierte. theoretische.Diversität.von.1010Y1011.wird. im.Weiteren.durch.Reorganisation.
von.bestimmten.DNAYAbschnitten.(RSS).erreicht.17.
1.1.4. Antikörperformate.
Die.modular.aufgebaute.Domänenstruktur.von.Immunglobulinen.wurde.dazu.verwendet.eine.
immer. größer. werdende. Anzahl. an. künstlichen,. alternativen. Antikörperformaten. zu.
generieren..Sie.unterscheiden.sich.in.Molekulargewicht.und.Valenz..Rekombinante.Formate.
auf. Basis. des. IgGs. mit. bis. zu. fünf. Bindungsstellen. sind. beschrieben34Y36.. Darüber. hinaus.
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lassen. sich. diese. Formate. über. Linker. zu. Diabodies. (n=2),. Tribodies. (n=3),. Tetrabodies.
(n=4).oder.noch.größeren.Konstrukten.verknüpfen37..
Häufig. bildet. das. single. chain. variable. (V)Ydomain. Fragment. (scFv). die. Grundlage. neuer.
Antikörperformate.. Das. scFv. Fragment. besteht. aus. den. VYDomänen. der. schweren. und.
leichten.Kette,.die.durch.einen.ca..15.Aminosäuren.langen.Peptidlinker.verknüpft.sind...
Rekombinante.Antikörperfragmente.werden.bei.der. in%vitro%Selektion.eingesetzt.und.haben.
den.Vorteil.sich.besser.bakteriell.exprimieren.zu.lassen.als.vollständige.Antikörper.(z.B..IgG,.
IgM,. IgA,. IgD,. IgE,. IgY. etc.).. Des.Weiteren. besitzen. einige. Formate. verbesserte. thermale.
Stabilität,. Stabilität. gegenüber. Proteasen. und. binden. Epitope,. die. für. herkömmliche.
Antikörperformate. nicht. zugänglich. sind.. In. Abbildung. 5. sind. einige. beschriebene.
Antikörperformate.dargestellt..
 
Abbildung.5:.Schematische.Darstellung.verschiedener.Antikörperfragmente.und.Fusionsproteine.
.
1.1.5. Konvertierung.von.Antikörpern.
Bis. heute.wurden. 46.monoklonale.Antikörper. durch. die. FDA. zugelassen. (Tabelle. 1Y4),. 33.
befinden.sich.in.Phase.3.der.klinischen.Studien,.weitaus.mehr.in.Phase.1.und.2.38Y40..
.
Tabelle.1Y4:.Durch.die.FDA.zugelassene.Antikörper.(Stand.August.2014)40.
INN.. Marktname. Spezies. Spezifität.
abatacept. Orencia. Human. CD80.&.CD86.
abciximab. Reopro. Chimäre. ITGA2B_ITGB3.
adalimumab. Humira. Human. TNF.2.
aflibercept. Zaltrap. Human. VEGFA.
alefacept. Amevive. Human. CD2.
alemtuzumab. Campath.. Humanisiert. CD52.
basiliximab. Simulect. Chimäre. IL2RA.
belimumab. Benlysta. Human. TNFSF13B.
bevacizumab. Avastin. Humanisiert. VEGFA.
brentuximab.vedotin. Adcetris.. Chimäre. TNFRSF8.
canakinumab. Ilaris. Human. IL1B.
catumaxomab. Removab. Mus.musculus. CD3E.
certolizumab.pegol. Cimzia. Humanisiert. TNF.
cetuximab. Erbitux. Chimäre. EGFR.
denosumab. Xgeva. Human. TNFSF11.
eculizumab. Soliris. Humanisiert. C5.
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INN.. Marktname. Spezies. Spezifität.
edrecolomab. Panorex. Mus.musculus. EPCAM.
etanercept. Enbrel. Human. TNF.
golimumab. Simponi. Human. TNF.
ibritumomab.tiuxetan. Zevalin. Mus.musculus. MS4A1.
infliximab. Remicade. Chimäre. TNF.
ipilimumab. Yervoy. Human. CTLA4.
mogamulizumab. Poteligeo. Humanisiert. CCR4.
muromonabYCD3. Orthoclone.okt3. Mus.musculus. CD3E.
natalizumab. Tysabri. Humanisiert. ITGA4.
nimotuzumab. Theracim. Humanisiert. EGFR.
ofatumumab. Arzerra. Human. MS4A1.
omalizumab. Xolair. Humanisiert. IgE.Fc.
palivizumab. Synagis. Humanisiert. glycoprotein.F.RSV.
panitumumab. Vectibix.. Human. EGFR.
pertuzumab. Perjeta. Humanisiert. ERBB2.
ranibizumab. Lucentis. Humanisiert. VEGFA.
raxibacumab. Abthrax. Human. Anthrax.protektives.Antigen.
rilonacept. Arcalyst. Human. IL1A.
rituximab. Rituxan. Chimäre. MS4A1.
romiplostim. Nplate.. Human. MPL.
tocilizumab. Actemra. Humanisiert. IL6R.
tositumomab. Bexxar. Mus.musculus. MS4A1.
trastuzumab. Herceptin. Humanisiert. ERBB2.
trastuzumab.emtansine. Kadcyla. Humanisiert. ERBB2.
ustekinumab. Stelara. Human. IL12B.
.
Mit. einem. Anteil. von. 20.%. aller. Biopharmazeutika. machen. monoklonale. Antikörper. die.
zweitgrößte. Produktkategorie. in. den. klinischen.Studien. aus.. Einige. der. Antikörper.wurden.
durch.frühe.Antikörpertechnologien.generiert.und.sind.chimäre.oder.humanisierte.Antikörper..
Heute. werden. vermehrt. humane. Antikörper. generiert,. die. aus. humanen. PhagenYDisplay.
Bibliotheken.oder.transgenen.Mäusen.stammen.41Y44..
Durch. MausYHybridomYTechnologie. generierte. monoklonale. Antikörper. können. dank.
Gentechnik. zu. chimären. oder. humanisierten.Antikörpern. verändert. werden.. Zur. Erstellung.
chimärer. Antikörper. werden. die. variablen. Regionen. der. Maus. in. die. konstanten.
Frameworkgene. humaner. Antikörpersequenzen. kloniert.. Die. Generierung. humanisierter.
Antikörper. erfolgt. hingegen. durch. das. Klonieren. der. MausYCDR. in. die. variable. Region.
menschlicher. Antikörpergene.. Gegebenenfalls. auftretende. veränderte. Bindungs–
eigenschaften.können.durch.Rückmutationen.im.Framework.verhindert.werden45,46..
.
Abbildung. 6:. Schematische. Darstellung. fortschreitender. Humanisierung. eines. monoklonalen. Maus.
Antikörpers..
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Es.konnte.gezeigt.werden,.dass.chimäre,.humanisierte.und.humane.Antikörper.im.Menschen.
weniger. immunogen. sind. als.Mausantikörper47.. Humanisierte. Antikörper. enthalten.weniger.
fremde.Sequenzen.als.der.entsprechende.chimäre.Antiköper.und.gelten.folglich.als.weniger.
immunogen.. Gleiche. Rückschlüsse. wurden. für. humane. und. humanisierte. Antikörper.
gezogen,. welche. bisher. jedoch. nur. teilweise. durch. klinische. Daten. bestätigt. werden.
konnten47,48..In.Abbildung.6.sind.die.verschiedenen.Formen.schematisch.dargestellt. 
.
1.1.6. Antikörpergenerierung.
Die.Herstellung.von.Antikörpern.wird.durch.eine.Vielzahl.von.Methoden.ermöglicht..Eine.der.
wichtigsten. Technologien. zur. Herstellung. rekombinanter. Antikörper. ist. die. HybridomY
Technologie..Systeme,.welche.die.Expression.von.rekombinanten.Antikörpern,.die.Selektion.
von. besser. affinen. sowie. das. Display. von. ganzen. Antikörperbibliotheken. ermöglichten,.
brachten.weitere.wichtige.Fortschritte.in.der.Antikörperselektion...
Phage. Display. ist. die. heute. am. häufigsten. verbreitete. Methode. zur. Selektion. von.
monoklonalen.Antikörpern..Darüber.hinaus.werden.transgene.Mäuse.mit.humanem.Ig.Locus.
verwendet..Die.Immunisierung.einer.solchen.Maus.führt.einerseits.zur.Antikörperantwort. im.
Organismus,.andererseits.ermöglicht.diese,.dass.aus.isolierten.B.Zellen.Hybridome.generiert.
werden. können.. In. Abbildung. 7. ist. der. zeitliche. Ablauf. der. wichtigsten. Meilensteine. zur.
Generierung.rekombinanter.therapeutischer.Antikörper.dargestellt12...
.
Abbildung. 7:. Ereignisse. von. 1973. bis. 2010,. die. zur. Generierung.monoklonaler. Antikörper. und. FcY
Fusionsproteinen.führten.(verändert.nach12). 
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1.1.6.1%Polyklonale%Seren%
Durch. eine. Immunreaktion. gegen. ein. Antigen. können. Polyklonale. Seren. (Gemisch. aus.
Antikörpern). von.BYLymphozyten. oder.Plasmazellen. gebildet.werden.. Zur.Herstellung.wird.
das.Antigen.verabreicht,.wodurch.es.zur.Immunreaktion.kommt..Hier.werden.zunächst.IgMs,.
später.IgGs.produziert..Die.Affinität.der.Seren.gegenüber.dem.verabreichten.Antigen.erhöht.
sich. im. Laufe. der. Zeit.. Bei. der. Immunisierung. unterscheidet. man. zwischen. primärer. und.
sekundärer.Immunantwort.(Abbildung.8)..
Häufig.werden.Antikörperseren.in.Kaninchen,.Pferd,.Schaf,.Schwein.und.Meerschweinchen.
produziert...
Antikörperseren. haben. den. Nachteil,. durch. das. fehlen. eines. klar. definierten. Epitops,. nur.
wenig. definiert. zu. sein.. Das. erzeugte. Antikörpergemisch. kann. bei. Anwendung. zu.
ungewünschten.Kreuzreaktionen.führen17,49...
.
Abbildung.8:.Schematische.Darstellung.der. Immunantwort.über.die.Zeit..Dargestellt. ist.die. IgM.und.
die.IgG.Konzentration.(verändert.nach17)..
1.1.6.2%Monoklonale%Seren%
Für. die. Herstellung. monoklonaler. Antikörper. werden. verschiedene. Techniken. eingesetzt..
Etabliert. ist. hier. die. bereits. genannte. HybridomYTechnologie. sowie. verschiedene. Display.
Methoden.auf.Basis.von.Ribosomen,.Hefen.oder.Phagen50..
1.1.6.2.1. Hybridom.Technologie.
Die. Entwicklung. der. Hybridom. Technologie. wurde. erstmals. 1975. von.Milstein. und. Köhler.
beschrieben.und.gilt.als.wegweisend.für.die.heutige.Generierung.monoklonaler.Antikörper51..
Zur. Generierung. eines. Hybridomklons. werden. Antikörper. produzierende. BYZellen. mit.
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unsterblichen.Zellen,.wie.zum.Beispiel.Myelomzellen,.fusioniert.und.dienen.im.Folgenden.als.
stabile.Quelle.für.Antikörper.mit.definierter.Spezifität.und.Affinität51,52.
Die. Generierung. von. Antikörpern. mittels. HybridomYTechnologie. beginnt. mit. der.
Immunisierung. von. Nagern.. Um. die. Immunantwort. zu. erhöhen,. werden. Antigene. mit.
Adjuvantien.versetzt53..Sobald.der.entsprechende.Antikörpertiter.im.Blut.erreicht.ist,.wird.die.
Milz. entfernt. und.Antikörper. produzierende.B. Zellen. isoliert.. Diese.werden.mit. immortalen.
MausY.und.RattenYMyelomzellen.wie.z.B..SP2/0,.NS0,.F0.oder.Y/0.fusioniert53Y56..Durch.die.
anschließende.Kultivierung.der.HybridomYKlonen. in.HAT.Medium.werden.fusionierte.Zellen.
selektiert. (Abbildung. 9).. Durch. Vereinzelung. können. Antikörper. produzierende. Klone.
kultiviert.werden.und.bei.Bedarf.kloniert.werden,.um.so.rekombinant.Antikörper.produzieren.
zu. können.. Verschiedenste. Optimierungen. führten. dazu,. dass. die. HybridomYTechnologie.
robuster.und.weniger.zeitaufwendig. ist.und.daher.auch.heute.noch.eine.wichtige.Plattform.
zur.Generierung.von.monoklonalen.Antikörpern.darstellt53,57,58..
.
Abbildung. 9:. Schematische. Darstellung. zur. Generierung. von. Hybridomen. und. der. Selektion. von.
Antikörpern.(verändert.nach59)..
.
1.1.6.2.2. Display.Technologien.
Die.Grundlage.der.heute.angewandten.DisplayYTechnologien.wurde.1985.von.George.Smith.
geschaffen.. Dieser. fusionierte. erfolgreich. ein. Peptid. an. das. pIII. Protein. der. filamentösen.
Phage.M13.und.führte.Selektionen.durch60...
Im. Folgenden. werden. die. VorY. und. Nachteile. einiger. wichtiger. DisplayYTechnologien.
erläutert,.die.verwendet.wurden,.um.Antikörper.aus.großen.Bibliotheken.zu.selektieren.oder.
Methoden.genannt,.die.zur.Optimierung.bereits.vorhandener.Strukturen.eingesetzt.wurden...
..
Hefen.Display.
Das.Display.von.Proteinen.auf.Hefen.ist.eine.Möglichkeit,.um.z.B..Antikörperpräsentation.mit.
der. jeweils. kodierenden. DNA. zu. verbinden61.. Ein. Vorteil. des. HefeYDisplays. ist. es,.
Antikörperproduktion. und. Antigenbindung. durch. FluoreszenzYmarkierung. im. FACS. parallel.
zu. testen61Y63.. Diese. Technologie. erlaubt. schon. im. Vorfeld,. ohne. die. Notwendigkeit. zur.
Einleitung.
. 11.
Produktion. von. löslichen. Antikörperfragmenten,. eine. Aussage. über. die.
Bindungseigenschaften. zu. treffen64.. Des. Weiteren. wird. durch. den. eukaryotischen.
Sekretionsweg. die. Präsentation. von. richtig. gefalteten. Antikörpern. favorisiert65,66|. es. findet.
somit.eine.Selektion.gegen.Varianten.mit.falscher.Faltung.statt..Eine.Limitierung.des.Hefen.
Displays. ist. die. BibliothekenYGröße.. Durch. vergleichsweise. schlechte.
Transformationseffizienzen.von.Saccharomyces%cerevisiae.im.Vergleich.zu.E.%coli.wurden.in.
der. Vergangenheit. lediglich. Library. Größen. von. 107. Klone. erreicht.. Erst. durch. die.
Präsentation.von.Fab.Fragmenten.und.der.Möglichkeit.auf.zwei.unterschiedlichen.Stämmen.
leichte. und. schwere. Kette. getrennt. zu. kodieren,. konnten. die. BibliothekenYGrößen.
vervielfacht.werden67,68...
Weitere. Optimierungen. durch. Wittrup. und. Kollegen. erlaubten. die. Generierung. von. scFv.
Mutationsbibliotheken,. die. Binder. im. subYpM. Bereich. hervorbrachten61,62,69.. Hefen. Display.
lässt.sich.also.zum.Einen.durch.die.Nutzung.von.naiven.Bibliotheken.mit.einer.Größe.von.
>109. zur. de% novo. Generierung. von. Antikörper(Yfragmenten). als. auch. zur.
Affinitätsmaturierung. durch. Mutationsbibliotheken. verwenden63,67,68.. Mittels. HefenYDisplay.
konnten. somit. Antikörper. mit. verbesserten. Affinitäten69. und. verbesserter. thermischer.
Stabilität70.generiert.werden..Des.Weitern.wurde.diese.Technologie.zum.EpitopYMapping.und.
zur.Generierung. von.Antikörpern. gegen. neue.Epitope. verwendet71Y73..Durch. die.Erstellung.
eines. ShuttleYVektors. gelang. es.Wang. und. Kollegen. eine. Plattform. zu. generieren,. die. es.
ermöglicht. mit. der. gleichen. Bibliothek. Antikörper. in. prokaryotischen. als. auch. in.
eukaryotischen.Systemen.zu.screenen74,75..
.
Mammalia.Zell.Display.
Die.Generierung.und.Expression.von.Immunglobulinen.mittels.Mammalia.ZellYDisplay.sollte.
die.bevorzugte.Methode.zur.Generierung.von.Antikörpern.sein..Limitierungen. in.Bezug.auf.
die. Library. Größe. vermindern. jedoch. den. Einsatz. dieser. Technologie.. Dennoch. wurden.
sowohl.naive.als.auch. Immunbibliotheken.generiert,.welche.die.Möglichkeit.hatten,.ähnlich.
dem.Screening.beim.Hefe.Display,.mittels.FACS.Antikörper.zu.selektieren76,77..
.
Bakterien.Display.
Hohe.Transformationsraten.und.die.Möglichkeit. funktionsfähige.Antikörperfragmente.bis.hin.
zu. vollständigen. IgGs. in.Bakterien. zu. produzieren78,79,. lassen. bakterielles.Display. als. eine.
geeignete.Methode.erscheinen..Jedoch.sind.bisher.nur.wenige.Beispiele.bekannt,. in.denen.
erfolgreich.Antikörper.aus.Mutationsbibliotheken.maturiert.oder.sogar.Antikörper.aus.naiven.
Bibliotheken. selektiert. werden. konnten80.. Das. größte. Problem. der. Proteinpräsentation. auf.
Bakterien.liegt.in.der.Sekretion.von.Proteinen..Hier.bildet.die.bakterielle.Zellwand.das.größte.
Hindernis..AntikörperYBibliotheken.wurden. für.das.gram.positive.Bakterium.Staphylococcus%
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carnosus. generiert81. und. konnten. ähnlich. wie. die. bereits. beschrieben. Technologien. zur.
Antikörperselektion. mittels. FACS. verwendet. werden.. Löfblom. und. Kollegen. nutzen. die.
Technologie.zudem,.um.Antikörper.nach.ihrer.Affinität.zu.klassifizieren81,82..
Zahlreiche. Beispiele. für. Antikörperbibliotheken. gram. negativer. Bakterien. sind. für. E.% coli.
beschrieben79..ScFv.Fragmente.wurden.mit.Teilen.des.Bakteriophagenproteins.pIII.fusioniert.
und. so.auf. der.Bakterienoberfläche.präsentiert..Zahlreiche.Antikörperfragmente.wurden. so.
mittels.FACS.selektiert.und.maturiert78,79..Durch.weitere.Optimierungen.gelang.es.Mazor.und.
Kollegen. komplette. IgGs. in. E.% coli. zu. exprimieren,. zu. präsentieren. und. anschließend.
erfolgreich.zu.selektieren83Y85..
.
Ribosomen.Display.
Bei. der. RibosomenYTechnologie. werden. Antikörper. selektiert,. indem. aus. großen. DNAY.
Bibliotheken.im.zellfreien.System.stabile.Komplexe.aus.Antikörpern,.Ribosomen.und.mRNA.
(ARM).gebildet.werden58,86,87..Durch.das.Ersetzen.des.Stopp.Codons.der.mRNA.verbleiben.
die.Ribosomen. nach. der. Transkription. an. der.Nukleinsäure. und. können. anschließend. zur.
Selektion.auf. immobilisierten.Antigenen.eingesetzt.werden86..Durch.RTYPCR.kann.die.DNA.
der. mit. dem. Antigen. interagierenden. ARM. Komplexe. amplifiziert. werden. und. Einzelklone.
mittels. E.% coli. Transformation. und. Produktion. analysiert. werden.. In. mehreren.
Selektionsrunden. können. so. spezifische. Binder. isoliert. werden.. Der. Vorteil. dieser.
Technologie.liegt.insbesondere.in.der.Möglichkeit.nach.jeder.Selektionsrunde.randomisierte.
oder. ortsgerichtete. Mutationen. einzufügen,. um. auf. diese. Weise. Antikörper. mit. den.
gewünschten.Eigenschaften.zu.generieren87,88..
.
Phagendisplay..
Das.Phagendisplay.wird.verwendet,.um.ProteinYProteinY,.ProteinYPeptidY.und.ProteinYDNAY
Interaktionen.mit.Hilfe. von.Bakteriophagen. zu. untersuchen,. die. das.mit. ihnen. verbundene.
Protein. auch. im. Genom. kodiert. haben.. Bei. dieser. Technologie. wird. die. genetische.
Information,. welche. für. ein. zu. präsentierendes. Protein. kodiert,. vor. ein. Phagenhüllprotein.
kloniert,.was.zu.dem.Display.des.entsprechenden.Proteins.führt..Große.PeptidY.oder.ProteinY
Bibliotheken. können. so. generiert. werden. und. eine. Selektion. auf. festgelegten.
Interaktionspartnern. durchgeführt. werden.. Das. Antikörperphagendisplay. wird. im. folgenden.
Abschnitt.1.2.genauer.betrachtet89..
.
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1.2. Antikörperphagendisplay.
1.2.1. Biologie.von.Bakteriophagen.
Die.Bakteriophagen.fd,.M13.und.f1.gehören.zu.der.Gruppe.der.filamentösen.Phagen,.welche.
die. Möglichkeit. besitzen. E.% coli. F+. zu. infizieren.. Filamentöse. Phagen. haben. eine.
stäbchenähnliche.Form,.eine.Länge.von.~1000Y2000.nm.und.einen.Durchmesser.von.~6Y7.
nm.(siehe.Abbildung.10A)...
Filamentöse.Phagen.unterscheiden.sich. in.der.Spezifität.einen.Wirt.zu. infizieren..Hier.kann.
zwischen. E.% coli. infizierenden. FY. und. NY. spezifischen. oder. Vibrio. infizierenden. Typen.
unterschieden.werden..91Y93..
Die. Gesamtlänge. eines. Virions. hängt. von. der. Größe. des. Genoms. ab,. das. aus. einer.
ringförmigen. ssDNA. besteht..Das.Genom. von.M13. hat. eine.Größe. von. etwa. 6400bp. und.
kodiert. für.elf.Gene,.die. für.die.Struktur.und.Replikation.der.Phagen.verantwortlich.sind.. In.
Abbildung. 10A. ist. der. schematische. Aufbau. eines. M13. Bakteriophagen. dargestellt.. Die.
Oberflächenproteine.unterscheiden.sich.stark.in.ihrer.Größe.und.Anzahl...
Abbildung. 10:. A:. Schematischer. Aufbau. einer. M13. Phage. sowie. Vorkommen,. Größe. und.
Molekulargewicht. der. Oberflächenproteine90|. B:. Elektronenmikroskopische. Aufnahme. von. M13K07.
Phagen.(Dr..Rhiel,.Universität.Oldenburg)..
.
Die.Hüllproteine.umschließen.das.Genom,.welches.eine. zirkuläre. ssDNA.darstellt..Bei. der.
Replikation.wird.die.ssDNA.(per.Definition.Plusstrang).dem.Bakterium.injiziert.und.dient.als.
Template. für.den.Minusstrang..Die.Amplifikation.erfolgt.hier. im.Wirt.unter.Verwendung.von.
dessen.Enzymen..Die. bei. der.Amplifikation. entstehende.dsDNA.wird. replicative% form. (RF).
genannt92...
Der.Replikationszyklus.kann.in.drei.Hauptphasen.unterteilt.werden94:.
A.
.
.
.
.
. . . . .
. pIII. pVI. pVIII. pVII. pIX.
aa. 406. 112. 50. 33. 32.
kDA. 42,5. 12,4. 5,2. 3,6. 3,7.
Kopien/Viron. ~5. ~5. 2700. ~5. ~5.
.
B.
.
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Der.Phage.bindet.mit.dem.Protein.III.(kodiert.als.gIII.auf.dem.Phagengenom).an.die.Spitze.
des.FYPilus.von.E.%coli..Im.Anschluss.wird.das.original.RFYMolekül.in.der.Zelle.mehrere.100.
mal. repliziert..Es. folgt.die.Produktion.von.Phagenproteinen.durch.E.%coli,.die.Sekretion. ins.
Periplasma. und. der. Zusammenbau. neuer. Phagenpartikel,. welche. dann. ausgeschleust.
werden91...
Bei. nicht. lytischen. Phagen. wie. M13. wird. E.% coli. bei. diesem. Vorgang. nicht. lysiert92.. Der.
schematische.Ablauf.einer.Phageninfektion.ist.im.Folgenden.abgebildet.(Abbildung.11)..
A.
.
B.
.
Abbildung. 11:. A:. schematische. Darstellung. des. Infektionsmechanismus. eines. Phagen. (verändert.
nach95)|. B:. schematische. Darstellung. der. Phagenproduktion. von. der. Phageninfektion. bis. zur.
Assemblierung.und.der.Sekretion92..
.
Infizierte. Zellen. sind. in. der. Lage. etwa. 100.Phagenpartikel. zu. produzieren..Dadurch. ergibt.
sich.ein.theoretischer.Phagentiter.von.1012.pfu.pro.mL.Kulturvolumen..Bei.der.Infektion.einer.
Zelle. ist. das. gIII. sowie. das. gVIII. Protein. unerlässlich.. Beim. gIII. Protein. sind. es. hier.
insbesondere. die. Domänen. N1. und. N2. sowie. die. ICS95.. Die. für. die. Infektion. wichtigen.
Bereiche. des. pVIII. können. NYterminal. auf. einige. wenige. Aminosäuren. eingegrenzt.
werden96,97..
1.2.2. Phagenvektoren.
Viele. der. heute. genutzten. Phagenvektoren. sind.Derivate. von.M13. oder. fd.. Sie.wurden. in.
Hinblick. auf. Restriktionsschnittstellen. und. Selektionsmarker. verändert. und. optimiert.. Für.
gewöhnlich.werden.heute.Antibiotikaresistenzen.verwendet,.um.die.Nutzung.zu.vereinfachen.
und. infizierte. Bakterien. auf. Grund. ihrer. neu. erworbenen. Resistenz. zu. selektieren..
Phagenvektoren. wurden. in. der. Vergangenheit. genutzt,. um. gesamte. Bibliotheken. aus.
Peptiden.oder.Proteinen.auf.den.Oberflächenproteinen.zu.präsentieren..Phagen.mit.großen.
Inserts.haben. jedoch.einen.Nachteil. im.Wachstum.und.stehen. in.Konkurrenz.mit. schneller.
wachsenden.Wildtypphagen..Durch.das.Plattieren.von.Phagen.kann.dieses.Ungleichgewicht.
im. Wachstum. kompensiert. werden,. lässt. sich. aber. nur. schwierig. für. große. Bibliotheken.
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realisieren.. 1991. veröffentlichten. Marks. und. Kollegen. erstmals. die. Nutzung. sogenannter.
Phagemide98.. Phagemide. (~5kB). unterscheiden. sich. signifikant. in. der. Größe. zu.
herkömmlichen. Phagenvektoren. (~11kB). und. ermöglichen. so. eine. erhöhte.
Transformationseffizienz. von. Zellen.. Zudem. reduzieren. sie. ein. Bias. beim. Wachstum. im.
Vergleich.zur.Wildtypphage..Ein.weiter.Vorteil. ist.die.Möglichkeit.der.einfachen.genetischen.
Veränderung.sowie.die.Etkopplung.der.Replikation.von.der.Produktion99...
Phagemide.enthalten.die. intergenic%region. (IR).der. filamentösen.Phagen,.die.wiederum.die.
ORIs.des.+/Y.Stranges.und.alle.anderen.für.die.ssDNA.Synthese.verantwortlichen.Segmente.
enthalten..Des.Weiteren.enthalten. sie. ein. nicht.Phagen.ORI. und.eine.Antibiotikaresistenz,.
um. im. Bakterium. Phagen. unabhängig. repliziert. werden. zu. können.. Zur. vollständigen.
Phagenverpackung. ist. es. nötig. ein. bereits. Phagemid. tragendes. Bakterium. mit. einem.
Helferphagen.zu. infizieren,.was.dazu. führt,. dass. funktionsfähige.Virione.sekretiert.werden..
Ist. auf. dem. Phagemiden. zudem. ein. gIII. oder. gVIII. Fusionsprotein. kodiert,. werden. nach.
erfolgreicher.Infektion.mit.dem.Helferphagen.Fusionsprotein.tragende.Phagen.produziert99...
.
Abbildung. 12:. Das. Display. von. Antikörpern. auf. dem. pIII. oder. dem. pVIII. von. Phagen. oder.
Phagemiden99.(Vektoren:.100Y104)..
.
1.2.3. Antikörpergenbibliotheken.
1.2.3.1%Vektordesign%
Eine.Vielzahl.von.unterschiedlichen.PhagenYDisplayYVektoren.sind.beschrieben.(Tabelle.1Y5).
welche.teilweise.zur.Generierung.von.Antikörpergenbibliotheken.verwendet.wurden...
Einleitung.
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Tabelle. 1Y5:. Beschriebene. PhagenYDisplayYVektoren. sowie. Eigenschaften. des. pIII. und. das.
verwendete.Antikörperformat105.
Vektor. Antikörper.Fragment. pIII. Quelle.
pAALFab. Fab. trunkiert. 106.
pAALFv. Fv. trunkiert. .
pAALSC. scFv. trunkiert. .
pAK100. scFv. trunkiert. 107.
pAPIII6.scFv. scFv. trunkiert. 108.
pC3C. Fab. trunkiert. 109.
pCANTAB3his. scFv. full. 110.
pCANTAB5his/.pCANTAB.6. scFv. full. .
pCANTAB5E. scFv. full. 111.
pCES1. Fab. full. 112.
pCM. Fab. full. 113.
pComb3. Fab. trunkiert. 114.
pComb3H. Fab,.scFv. trunkiert. 115.
pComb3X. Fab,.scFv. trunkiert. .
pCW93/H,.pCW99/L.1. scFv. trunkiert. 116.
pDAN5.1. scFv. full. 117.
pDH188. Fab. trunkiert. 118.
pDN322. scFv. full. 119.
pDNEK. scFv. full. 120.
pEXmide3. Fab. full. 121.
pEXmide4. scFv. full. 122.
pEXmide5. scFv. full. 123.
pFAB4. Fab. trunkiert. 124.
pFAB4H. Fab. trunkiert. 125.
pFAB5c. Fab. trunkiert. 124.
pFAB5cYHis. scFv. trunkiert. 126.
pFAB60. Fab. trunkiert. .
pFAB73H. Fab. trunkiert. .
pFCAH9YE8d. scFvYCL. trunkiert. 127.
pGPYF100. scFv. trunkiert. 128.
pGZ1. scFv. full. 129.
pHAL1YFab. Fab. full. 130.
pHAL1YscFv. scFv. full. .
pHAL1YscFab. scFab. full. .
pHAL14. scFv. full. 131.
pHEN1. scFv,.Fab,.Fd,.LC. full. 101.
pHEN1YVl3. scFv. full. 132.
pHEN2. scFv. full. 133.
pHENIX. scFv. full. 134.
pHGY1m/A27Jκ1. scFv. full. 135.
phh3muYλ1. Fab.bidirectional. trunkiert. 136.
pIG10. scFv. full. 137.
pIGT2.(vector). scFv. full. 138.
pIGT3.(vector). scFv. full. .
pIT2. scFv. full. 139.
pLG18. Fab. trunkiert. 140.
pM834,.pM827.2. Fab. full. 141.
pMod1. scFv. full. 142.
pMorph.series.3. scFv. ?. 143.
pMID21. Fab. trunkiert. 144.
pR2. sdAb. full. 145.
pS1602.derivate. Fab. full.?. 146.
pSANG4. scFv. full. 147.
pSCCA2.1YE8d. scFvYCL. trunkiert. 148.
pScUAGDcp3. scFv.with.Ck. trunkiert. 149.
pSD3. scFv. trunkiert. 150.
pSEX. scFv. full. 151.
pSEX20. scFv. full. 152.
pSEX81. scFv. full. 153.
pWRILY1. scFv. trunkiert. 154.
.
Einleitung.
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Die. Vektorsysteme. unterscheiden. sich. in. ihrem. Aufbau. teils. signifikant. voneinander..
Unterschiedliche. Promotoren,. wie. der. LacY,. gIIYI,. TetrazyklinY,. phoAY. Promotor. oder.
synthetische.Promotoren.sind.beschrieben..Die.korrekte.Faltung.der. in.E.%coli.exprimierten.
Antikörperfragmente.wird. im.Periplasma.ermöglicht.. Für. den.Transport. sind.das.pelB,. gIII,.
phoAY,. ompAY,. stIIY. und. das. catYSignalpeptid. beschrieben,. welche. dafür. erfolgreich.
verwendet. wurden155.. Des. Weiteren. unterscheiden. sich. die. Längen. des. gIII. in. den. oben.
genannten.Vektorsystemen..Gekürzte.Varianten.werden.ebenso.verwendet.wie.das.gIII.VollY
Längengen114,130,132..
Zur.Klonierung.des.Antikörperrepertoires.in.die.genannten.Vektoren.wurden.unterschiedliche.
Methoden.etabliert.. Immunbibliotheken.werden. in.der.Regel.durch.die. Isolation.von.mRNA.
aus.dem.gewünschten.Zelltyp,.der.cDNA.Synthese.und.durch.eine.ZweiYSchrittYKlonierung.
oder.Insertion.durch.Assembly%PCR.in.das.gewünschte.Vektorsystem.generiert12...
Naive. Bibliotheken. werden. durch. zwei. oder. drei. Schritt. Klonierung. aus. vorher. isoliertem.
Material. generiert.. Darüber. hinaus. sind. Bibliotheken. mit. synthetischem. oder. teilweise.
synthetischem. Ursprung. beschrieben.. Bibliotheken. mit. einer. Diversität. größer. als. 1011.
wurden.durch.die.Transformation.von.E.%coli,.CreYLoxYRekombination.oder.Lambda.Phagen.
Rekombination. generiert.. In. Tabelle. 1Y6. ist. eine. Übersicht. über. generierten. Bibliotheken.
sowie.deren.Eigenschaften.dargestellt12..
.
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Tabelle)1/6:)Beschriebene)Phagendisplay/Bibliotheken105)
Bibliotheken+Name+ Bibliotheken+Typ+ Ak+Typ+ Klonierungs8strategie+ Bibliotheken+Größe+ Quelle+
„a)display)vector“)(Pfizer)Bibliothek)" naive) scFv) assembly)PCR) 3.1x1010) 156)
fdDOG/2lox,pUC19/2lox) semi/synthetisch) Fab) PCR)mit)randomisierten)CDR3)Primer,)Cre/lox) 6.5x1010) 133)
fdTet) naive) scFv) Umklonierung)einer)naiven)Bibliothek)157) 5x108) 158)
fdTet) semi/synthetisch) VH)dAb) PCR)mit)randomisierten)CDR)Primer) 1.6x109) 105)
fdTet) semi/synthetisch) VL)dAb) PCR)mit)randomisierten)CDR)Primer) n.d.)(53)Transformationen)) 159)
pAALFab) semi/synthetisch) Fab) PCR)mit)randomisierten)CDR)Primer,)assembly)PCR) 2x108) 106)
pAP/III6)scFv) naive) scFv) assembly)PCR) n.d.) 108)
pC3C) naive) Fab) assembly)PCR) 1,5x109) 160)
pCANTAB6) naive) scFv) assembly)PCR) 1.4x1010) 161)
pCANTAB6) semi/synthetisch) scFv) PCR)mit)randomisierten)CDR)Primer) 18)Bibliotheken)2.5x106)/)1.9x108) 162)
pCC16)(Ronit1)Bibliothek)) semi/synthetisch,) scFv) PCR)mit)randomisierten)CDR)Primer) 3)Bibliotheken,)jeweils107)/)108) 163)
pCES1) naive) Fab) 3)Schritt)Klonierung)(L)chain,)VH)) 3.7x1010) 112)
pComb3) semi/synthetisch) Fab) PCR)mit)randomisierten)CDR)H3)Primer) 5x107) 164)
pComb3) semi/synthetisch) Fab) PCR)mit)randomisierten)CDR)H3)Primer) >108) 165)
pComb3x) naive) VH)dAb) PCR)mit)randomisierten)CDR)3)Primer) ~1010) 166)
pDAN5) naive) scFv) Cre/lox) 3x1011) 117)
pDN322) semi/synthetisch) scFv) random)CDR3)Primer,)assembly)PCR) 3x108) 167)
pDN322) semi/synthetisch) scFv) random)CDR3)Primer,)assembly)PCR) 3.75x107) 168)
pDNEK)(ETH2)Gold)Bibliothek)) semi/synthetisch) scFv) random)CDR3)Primer,)assembly)PCR) 5x108) 120)
pEXmide5) semi/synthetisch) scFv) assembly)PCR,)CDR)shuffling) 9x106) 121)
pFAB5c/His)(n/CoDeR)Bibliothek)) semi/synthetisch) scFv) assembly)PCR,)CDR)shuffling) 2x109) 169)
pHAL14)(HAL4)) naive,)kappa) scFv) 2)Schritt)Klonierung) 2.2x109) 130)
pHAL14)(HAL7)) naive,)lambda) scFv) 2)Schritt)Klonierung) 2.8x109)
pHAL14)(HAL8)) naive,)kappa) scFv) 2)Schritt)Klonierung) 2.4x109)
pHEN1) naive) scFv) assembly)PCR) 107"/"108) 170)
pHEN1) naive) scFv) assembly)PCR) 2x105/)2x106) 171)
pHEN1) naive) scFv) assembly)PCR) 6.7x109) 157)
pHEN1)(PHILO)) semi/synthetisch) scFv) assembly)PCR)mit)randomisierten)CDR3)Primer) 3,1x109) 148)
pHEN1/Vλ3) semi/synthetisch) scFv) PCR)mit)randomisierten)CDR)H3)Primer) 107) 132)
pHEN1/Vλ3) ) ) PCR)mit)randomisierten)CDR)H3)Primer) >108) 172)
pHEN1/Vκ3) semi/synthetisch)(VH)/)
naive)(VL))
scFv) 3)Schritt)Klonierung,))
PCR)mit)randomisierten)CDR)H3)Primer)
3,6x108) 173)
pHEN2)
(Griffin)1.)Bibliothek))
semi/synthetisch) scFv) Umklonierung)von)lox)Bibliothek)ins)scFv)Format)133) 1,2*109) 105)
pIT2)
(Tom)I/)J)Bibliothek))
semi/synthetisch)(3x)VH)
und)4x)Vκ)V/genes))
scFv) PCR)mit)randomisierten)CDR2)und)CDR3)Primer) 1,47x108)/1,37x)108) 139)
pLG18) semi/synthetisch) Fab) PCR)mit)randomisierten)CDR)Primer,)2)Schritt)
Klonierung)
2/3x108) 140)
pMod1) naive) scFv) assembly)PCR) 1.5x108) 142)
Einleitung)
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Bibliotheken+Name+Bibliotheken+Typ+Ak+Typ+Klonierungs8strategie+Bibliotheken+Größe+Quelle+
pMID21)synthetisches)&)naives)
Repertoire)
Fab)4)Schritt)Klonierung)mit)Integration)naiver)CDRH3)in)
synthetischer)HC)
3.5x10
10
)
144
)
pMorph)series)(HuCAL)Bibliothek))synthetisch)scFv)2)Schritt)Klonierung,)CDR3)Austausch)2x10
9
)
143
)
pMorph)series)(HuCAL)GOLD)
Bibliothek))
synthetisch)Fab)2)Schritt)Klonierung,)Austausch)aller)CDR)1,6x10
10
)
174
)
pMorph)series?)(Ylanthia))synthetisch)Fab)2)Schritt)Klonierung?,)Austausch)aller)CDR)1,3x10
11
)
pMID21)synthetisches)&)naives)
Repertoire)
Fab)ONCL,)4)Schritt)Klonierung)mit)Integration)naiver)
CDRH3)in)synthetischer)HC)
1x10
10
)
144
)
pR2)
(DAb)Bibliothek))
semi/synthetisch)VH)dAb)assembly)PCR)
randomisierte)CDR)VH)Primer)
~3x10
9
)
175
)
pS1602)Derivat)(Binary)code)
Bibliothek))
semi/synthetisch)Fab)„randomisierte“)CDR)Primer"~10
10
)
176
)
pSANG4)(McCafferty)Bibliothek))naive)scFv)2)Schritt)Klonierung)in)pSANG2,)nachfolgende)scFv)
Klonierung)in)pSANG4)
1.1x10
10
)
147
)
Einleitung)
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Zur) Generierung) von) Antikörpergenbibliotheken) können,) wie) in) Tabelle) 1<6) beschrieben,)
verschiedene) Vektoren) verwendet) werden.) Der) schematische) Ablauf) einer)
Bibliothekenklonierung)ist)im)Folgenden)schematisch)dargestellt)(Abbildung)13).)
)
)
Abbildung)13:)Ablauf)zur)Generierung)einer)naiven)Antikörperbibliothek.)
)
1.2.4) Selektion)von)Antikörperfragmenten)mittels)Phagendisplay)
Die) Selektion) von) Antikörperphagen) durch) Phagendisplay) ist) eine) in# vitro) Methode) zur)
Selektion) von) Antikörperfragmenten) aus) großen) Bibliotheken.) Während) der) Selektion)
werden) Antikörper) aus) Bibliotheken) mit) einer) Größe) von) mehr) als) 1011) verschiedenen)
Fragmenten) isoliert) und) angereichert177,178.) Antikörperphagen) werden) dabei) auf)
unterschiedliche) Weise) mit) dem) Antigen) inkubiert.) Immobilisierungen) auf)
Polystyrolplatten164,179,) Immunröhrchen180)oder)Beads181)sowie)Antigene)in)Lösung)sind)hier)
möglich182.) Die) Inkubation) durch) BSA) oder) Milchpulver) dient) zur) Präadsorption)
unspezifischer) oder) „klebriger“) Phagen.) Darüber) hinaus) können) je) nach)
Antikörperanforderung) weitere) Peptide) oder) Proteine) hinzugefügt) werden,) um) zu)
kompettieren) oder) präadsorbieren.) Nicht<) oder) schwach) gebundene) Phagen) werden)
weggewaschen,) Binder) enzymatisch) durch) Trypsin,) durch) Veränderung) der)
Salzkonzentration)oder)des)pH)Wertes)eluiert.)Eluierte)Phagenpartikel)werden)genutzt,)um)
Einleitung)
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E.#coli)(F’))zu)infizieren)und)durch)die)Hyperinfektion)eines)Helferphagen)(z.B.)M13K07)oder)
Hyperphage)) neue) Phagenpartikel) zu) generieren.) Diese) Phagen) werden) für) weitere)
Selektionsrunden)eingesetzt) (2)–)5)Selektionsrunden).)Nach)den)Selektionsrunden)werden)
lösliche) Antikörperfragmente) von) Einzelklonen) produziert) und) die) spezifische) Bindung) am)
Antigen)durch)einen)ELISA)überprüft.)Mittels)Antikörper<Phagendisplay<Technologie) lassen)
sich) so) in) kurzer) Zeit) eine) große) Anzahl) an) monoklonalen) Antikörpern) generieren130.) In)
Abbildung)14)ist)der)schematische)Ablauf)einer)Panning<runde)dargestellt.)
)
)
Abbildung)14:)Schematische)Darstellung)des)Pannings) (der)Selektion) von)Antikörperphagen)mittels)
Phagendisplay<Technologie))(verändert)nach89).)
Einleitung)
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!
1.3! Produktionssysteme!für!Antikörper!
Zur) Produktion) von) Voll<Längen<IgGs) eignen) sich) auf)Grund) ihrer) Komplexität) nur) wenige)
Produktionssysteme.)Durch)den)Gebrauch)von)Antikörperfragmenten)konnte)dieser)Umstand)
teilweise)umgangen)werden.)Eine)Vielzahl)von)unterschiedlichen)Systemen)wie)bakterielle<)
(gram) positive) und) negative),) Pflanzenzell<,) Säugerzell<,) Pilz<) und) Hefeexpression) ist)
beschrieben,)aus)denen)funktionelle)Antikörperfragmente)hervorgegangen)sind183.)
)
1.3.1) Bakterielle)Expression)
Das) am) häufigsten) verwendete) Produktionssystem) für) Antikörperfragmente) ist) das) gram<
negative)Bakterium)E.#coli.)Die)Translokation)des)produzierten)Fragmentes)vom)Zytosol) in)
das)oxidative)Milieu)des)Periplasmas)erlaubt)die)Produktion)von)funktionellen)Fragmenten184.)
Fabs,)scFvs,)scFabs)und)Voll<Längen<IgGs)konnten)auf)diese)Weise)erfolgreich)produziert)
werden183,185,186.)
Auch)gram<positive)Bakterien)wie)Bacillus#brevis)und)Bacillus#subtilis)wurden)verwendet,)um)
Antikörperfragmente)zu)exprimieren187,188. 
)
1.3.2) Säugerzellexpression)
Aufgrund) von) komplexen) Faltungsprozessen,) Posttrans<) und) Sekretions<transkriptionalen)
Modifikationen) von) exprimierten) Proteinen) werden) 60<70) %) der) rekombinanten)
pharmazeutischen) Proteine) in) Säugerzellkultur) hergestellt.) Die) exprimierten) Proteine)
unterscheiden) sich) hier) nur) wenig) von) denen) im) menschlichen) Körper183.) Die) zunächst)
geringen) Produktionsraten) verglichen) mit) bakteriellen) Expressionssystemen) konnten) im)
Laufe)der)Jahre)von)~10)pg)Antikörper/Zelle)auf)~90)pg)Antikörper/Zelle)erhöht)werden189.)
)
Zielsetzung)der)Arbeit)
) 23)
2! Zielsetzung!der!Arbeit!
Ziel)der)Arbeit)war)die)Generierung)und)Charakterisierung)einer)Antikörpergenbibliothek)auf)
Basis)des)bisher)wenig)untersuchten)single)chain)Fab)Formates)(scFab).)
Spendern) sollte) Blut) entnommen)werden) und) nach) der) Isolation) der)mononukleäre) Zellen)
des) peripheren) Blutes) die) Antikörper) kodierenden) Sequenzen) durch) PCR) amplifiziert)
werden.) Durch) Klonierung) in) einen) vorliegenden) scFab<Vektor,) sowie) der) Transformation)
von) E.# coli) und) einer) anschließenden) Phagenverpackung) sollte) die) Bibliothek) generiert)
werden.))
Zur)Charakterisierung)der)Bibliothek)sollte)die)Qualität)durch)die)Bestimmung)der)Größe,)der)
Diversität,)der)Voll<Längen)Insert<Rate)und)Verteilung)der)Keimbahnen)untersucht)werden.))
Des)Weiteren)sollte)das)Antikörperformat)scFab)biochemisch)analysiert)werden.)Parameter)
wie) Produktivität,) Aggregation,) Stabilität) und) Präsentation) auf) Phagen) sollten) beleuchtet)
werden.)
Die)Selektion)von)Antikörperphagen)gegen)verschiedene)Antigene)sollte)Aufschluss)über)die)
Anwendbarkeit,) sowie) Vor<) und) Nachteile) des) Formats) in) der) Antikörperselektion) durch)
Phagendisplay)geben.)
)
Material)und)Methoden)
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3! Material!und!Methoden!
3.1! Material!
3.1.1) Geräte)
Tabelle)3<1:)Verwendete)Geräte)
Gerät! Bezeichnung! Hersteller!
)
Chromatographieanlage)
)
)
)
Äkta)purifier))
Äkta)prime))
Profinia)Purification)
)
GE)Healthcare,)München)
GE)Healthcare,)München)
Bio<Rad,)Hercules)(USA))
Blot<Apparaturen) Blot<Apparatur)Trans<Blot)SD) Bio<Rad,)München))
Elektrophorese<
Apparaturen)
Biotech.)Model)40<0708/40<2314)
Mini)Protean)III))
peqlab)Biotech.)GmbH,)München))
Bio<Rad,)München)
ELISA<Apparaturen)
)
Reader)Tecan)SUNRISE))
Washer)Columbus)pro)<)Basic)
Tecan,)Crailsheim)
Tecan,)Crailsheim)
Filtrationseinheit) Nalge) Nunc,)Wiesbaden)
Geldokumentation) Geldokumentation) Intas,)Göttingen)
Inkubatoren)
)
)
)
)
)
BE400)
HeraCell)(CO2<begast)))
HT)Minitron)(CO2<begast))
Schüttelschrank)HT)
Thermomixer)comfort#/#compact#/#
5436)
Vortemp56)
Memmert)Omnilab,)Schwabach))
Kendro)Lab.)Products,)Hanau)
Infors)AG,)Bottmingen))
Infors)AG,)Bottmingen)
Eppendorf,)Hamburg)
)
Labnet,)Edison)
Lichtmikroskop) Leitz)Diavert) Leitz,)Wetzlar)
Mikrotiterplatten)Reader)
)
Multiscan)Spectrum)Reader)
Tecan)Ultra)Reader)
Thermo)Electron)Corp.,)Erlangen)
Tecan,)Crailsheim)
PCR<Gerät) Thermocycler)DNA<Engine) Bio<Rad,)München)))
pH<Meter) CG810) Schott,)Mainz)
Photometer)
)
Libra)S11)
NanoDrop)ND<1000))
biochrom,)Berlin)
peqlab)Biotech.)GmbH,)Erlangen)
Pipetten) Eppendorf)Research)20<1000) Eppendorf,)Hamburg)
Pipettierhilfe) Accu<jet) Brand,)Wertheim)
Reinstwasseranlage) arium)611) Sartorius,)Göttingen)
Rotoren)
)
)
GS3)
SLA<3000)Super)Lite)
SS34)
Kendro)Lab.)Products,)Hanau))
Kendro)Lab.)Products,)Hanau)
Kendro)Lab.)Products,)Hanau))
Schüttler)und)Wippen)
)
)
)
)
Überkopfschüttler)CMV)3100)
Rotierapparat)RA20)
Rotierheizblock)
Themoshaker)PST<60HL<4))
Wippe)GFL)3013)
Labortech.)Fröbel)GmbH,)Lindau)
Gerhardt,)Königswinter))
IKAMAG)RCT,)Staufen)
lab4you,)Berlin)
Omnilab)Laborzentrum,)Bremen)
SPR<Messgerät) Biacore)2000) GE)Lifescience,)München)
Sterilbänke)
)
)
HeraSafe)
LaminAir)HLB)2472)
MSC<Advantage)
Heraeus)Instr.,)Braunschweig)
Heraeus,)Braunschweig)
Thermo)Scientific,)Braunschweig)
Vakuumpumpe) Vakuumpumpe) KNF)Laboport,)New)Jersey)
Vortexter) Vortex)genie)2) Scientific)Industries,)New)York)
Waagen)
)
)
1203)MP)
Analytic)A)120)S)
EMB)220<1)
Sartorius,)Göttingen)
Sartorius,)Göttingen)
Kern,)Balingen<Frommen))
Wasserbad) Wasserbad)GFL) Laborbedarf,)Braunschweig)
Material)und)Methoden)
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Gerät! Bezeichnung! Hersteller!
Zentrifugen)
)
)
)
)
)
Eppendorf)5810R)
Eppendorf)5415D)
Heraeus)Instruments)Biofuge)Pico)
Sorval)RC5B)Plus)
Sorval)RC5)Superspeed)
Sorval)RC6)Plus)
Eppendorf,)Hamburg)
Eppendorf,)Hamburg)
Kendro,)Haunau)
Kendro,)Haunau)
Kendro,)Haunau)
Thermo)Electron)Corp.,)Erlangen)
)
3.1.2) Computerprogramme)und)Datenbanken)
Tabelle)3<2:)Verwendete)Computerprogramme)und)Datenbanken)
Bezeichnung! Anwendung! Referenz!
BIAevaluation)4.1) Auswertung)der)Biacore<Ergebnisse) Biacore)
ImageJ)1.37) Quantifizierung)von)Proteinen,)
Bildbearbeitung)
Nat.)Institutes)of)Health)
Unicorn)5.10) Auswertung)Chromatographie)) GE)Healthcare)
Lasergene)8) Klonierung)und)Sequenzanalysen)) DNA)Star)
Geneious)4.8.5) Klonierung) )
)
3.1.3) Verbrauchsmaterialien)
Tabelle)3<3:)Verbrauchsmaterialien)
Material! Hersteller!
Chelating)Sepharose)Fast)Flow) GE)Healthcare,)München)
CM5<Chip)(Biacore)) GE)Healthcare,)München)
Combitips)plus)(1)mL)) Eppendorf,)Hamburg)
Cryoröhrchen) Nunc,)Wiesbaden)
Deckgläschen)15)mm) Menzel<Gläser,)Braunschweig)
Dialyseschläuche)MWCO)6<8)kDa,)12<14)kDa) Carl)Roth,)Karlsruhe))
Erlenmeyerkolben)(Einweg)) Corning,)New)York)(USA))
Filter)Celluloseacetat)0,2)/)0,45)/)0,8)µm) Sartorius)Stedim)Biotech,)Melsungen)
Filter)Minisart)0,2)/)0,45)µm)) Sartorius)Stedim)Biotech,)Melsungen)
Filter)Prefilter)Glasfibre) Sartorius)Stedim)Biotech,)Melsungen)
Filterpapier)(3)mm)) BioRad,)Hercules)(USA))
Gelblotting<Papier)GB)002)) Schleicher<Schuell,)Dassel)
Kanülen) B.)Braun,)Melsungen)
Kulturplatte)7)cm) Greiner)Bio<one,)Frickenhausen)
Kulturplatte)Zellkultur)100x20)mm) SPL)Life)science,)Gyeonggi<Do)(Korea))
Kulturplatte)Zellkultur)6#well) SPL)Life)science,)Gyeonggi<Do)(Korea))
Küvetten)(Einweg)) Brand,)Wertheim))
Mikro<Schraubröhre)2)mL)PP) Sarstedt,)Nümbrecht)
Mikrotiterplatte)MaxiSorp)96)well) Nunc,)Roskilde)(DK))
Mikrotiterplatte)schwarz)96)well) Greiner)Bio<one,)Frickenhausen)
Parafilm) American)National)Can,)Chicago)
PCR<Reaktionsgefäß) Sarstedt,)Nümbrecht)
Pipetten)(Einweg,)serologisch)))2)/)5)/)10)/)25)mL) Corning,)New)York)(USA))
Pipettenspitzen)(mit)/)ohne)Filter)) Sarstedt,)Nümbrechts))
Greiner)Bio<one,)Frickenhausen)
Polypropylenröhrchen)15)/)50)mL) Corning,)New)York)(USA))
Probengefäße,)Glas)(Biacore)) Chromacol)LTD,)Hertfordshire)(UK))
Probengefäße,)PP)(Biacore)) Gilson,)Middleton)(USA))
PS<Abdeckplatte) Greiner)Bio<one,)Frickenhausen)
PVDF<Membran)T830.1) Carl)Roth,)Karlsruhe))
Reaktionsgefäß)1,5)/)2)mL) Sarstedt,)Nümbrecht)
Spatel)(Einweg),)steril)) VWR,)Darmstadt)
)
Material)und)Methoden)
)26)
3.1.4) Kits)und)Säulen)
Tabelle)3<4:)Verwendete)kommerzielle)Kits)und)Säulen)
Kit!/!Säule! Hersteller!
NucleoBond)Xtra)Midi) Macherey<Nagel,)Düren)
NucleoSpin)Extract)II) Macherey<Nagel,)Düren)
Nucleospin)Plasmid) Macherey<Nagel,)Düren)
)
ZR)Plasmid)MiniprepTM)<)classic)
)
Zymo)Research,)Irvine)(USA))
)
)
3.1.5) Enzyme)und)zugehörige)Puffer)
Tabelle)3<5:)Enzyme)und)zugehörige)Puffer)
Enzym!/!Puffer! Hersteller!
BSA)analytisch) New)England)BioLabs)(NEB),)Frankfurt)
CIP) New)England)BioLabs)(NEB),)Frankfurt)
Phusion)DNA<Polymerase) Finnzymes,)Keilaranta)
Phusion<Puffer)HF)5x) Finnzymes,)Keilaranta)
GoTaq)DNA<Polymerase) Promega,)Mannheim)
GoTaq<Puffer)10x) Promega,)Mannheim)
Restriktionsendonucleasen) New)England)BioLabs)(NEB),)Frankfurt)
Restriktions<Puffer)NEB)1<4) New)England)BioLabs)(NEB),)Frankfurt)
T4)DNA<Ligase) Promega,)Mannheim)
T4)DNA<Ligase<Puffer) Promega,)Mannheim)
SuperScript)III)Reverse)Transkriptase) Life)Technologies,)Darmstadt)
)
3.1.6) Antiseren)und)kommerzielle)Antikörper)
Tabelle)3<6:)Verwendete)Antiseren)und)kommerzielle)Antikörper)
Antikörper!/!Serum! Verdünnungen! Hersteller!
ELISA! IWB! )
Maus)anti<C<Myc<tag) 9E10/21) 1:1000) 1:500) AG)Dübel)
Ziege)anti<Human)IgG)(Fc<spez.),)AP) 109<055<
098)
) 1:5000) Dianova,)Hamburg)
Ziege)anti<Human)IgG)(Fc<spez.),)HRP) A0170) 1:80000) ) Sigma,)St.)Louis)
Ziege)anti<Kaninchen)IgG,)AP) A3687) ) 1:20000)
Ziege)anti<Maus)IgG)(Fc<spez.),)HRP) A0168) 1:50000) 1:20000)
Maus)anti<M13)PVIII,)FITC) BM5516F) 1:4000) ) Acris,)Herford)
Maus)anti<M13)PIII) PSKAN3) 1:1000) 1:2000) MoBiTec,)Göttingen)
Ziege)anti<Maus)IgG)(Fc<spez.),)AP) 115<055<
071)
1:50000) 1:30000) Dianova,)Hamburg)
)
3.1.7) Chemikalien,)Lösungen)und)Puffer)
Die)verwendeten)Chemikalien)entsprachen)dem)Reinheitsgrad)p.a.)und)wurden,)sofern)nicht)
anders) vermerkt,) von) den) Unternehmen) Fermentas) (St.) Leon) Rot),) Merck) (Darmstadt),)
Roche) (Mannheim),) Carl) Roth) (Karlsruhe)) und) Sigma<Aldrich) (Fluka,) Riedel<de) Haen))
bezogen.)
)
Tabelle)3<7:)Verwendete)Chemikalien,)Lösungen)und)Puffer)
Bezeichnung! Komponente! Konzentration!
Allgemeines)
PBS) NaCl) 2,9)M)
Material)und)Methoden)
) 27)
Bezeichnung! Komponente! Konzentration!
Na2HPO4)x)H2O) 150)mM)
NaH2PO4)x)H2O) 50)mM)
Glycerin) Glycerin)steril) 87)%)(v/v))
Tween)20)
)
Tween)20)(Fluka)) 0,05)<)0,1%)(v/v))
Affinitätschromatographie)(IMAC))
Bindungspuffer)pH)7,4) Na2HPO4) 20)mM)
NaH2PO4) 20)mM)
NaCl) 0,5)M)
Imidazol) 10)mM)
Elutionspuffer) EDTA)in)PBS) 100)mM)
NaCl<Lösung) NaCl) 5)M)
Nickellösung) NiSO4) 100)mM)
Waschpuffer) Na2HPO4) 20)mM)
NaH2PO4) 20)mM)
NaCl) 0,5)M)
Imidazol)
)
30)mM)
Affinitätschromatographie)(Protein)A,)Profinia))
5x)Binde<)/)Entsalzungspuffer)pH)7,0) NaCl) 685)mM)
KCl) 13,5)mM)
Na2HPO4) 21,5)mM)
KH2HPO4) 40,5)mM)
5x)Elutionspuffer)pH)3,0) Natriumcitrat) 500)mM)
) NaCl) 1)M)
2x)Cleaning<Lösung)1)pH)8,0) Tris) 100)mM)
) NaCl) 2)M)
4x)Cleaning<Lösung)2)pH)4,5) CH3COONa) 400)mM)
2x)Lagerungslösung)(Entsalzungssäule)) Benzylalkohol) 4)%)(v/v))
1x)Lagerungslösung)(Protein)A)Säule))
)
Ethanol) 20)%)(v/v))
Agarose<Gelelektrophorese)
Agarose) Agarose) 0,7<2)%)(w/v))
Ethidiumbromidlösung) Ethidiumbromid) 25)mM)
Ladepuffer) Fermentas) 6x)
Laufpuffer)TAE)pH)8,0) Tris)HCl) 4)mM)
) Essigsäure) 2)mM)
) EDTA)
)
1)mM)
Coomassie<Färbung)
Entfärbelösung) Essigsäure) 10)%)(v/v))
Färbelösung) Coomassie<Brilliant<Blue)GLR<
250)
0,05)%)(w/v))
Essigsäure) 10)%)(v/v))
Isopropanol)
)
25)%)(v/v))
ELISA)
Blocklösung) Milchpulver)in)PBST) 2)%)(w/v))
BSA) BSA)(Serva)) <)
Entwicklerlösung)(TMB)Reagenz)) Lösung)A) 95)%)(v/v))
Lösung)B) 5)%)(v/v))
Lösung)A)pH)4,1) Tri<Kaliumcitrat) 30)mM)
Zitronensäure) 50)mM)
Lösung)B) TMB) 1)mM)
Aceton) 10)%)(v/v))
Ethanol) 90)%)(v/v))
Material)und)Methoden)
)28)
Bezeichnung! Komponente! Konzentration!
H2O2) 0,3)%)(v/v))
PBS) PBS) 1x)
PBST) Tween)20)in)PBS) 0,1)%)(v/v))
Stopplösung) H2SO4) 1)N)
Waschpuffer)
)
Tween)20)in)PBS) 0,05)%)(v/v))
Expression)und)Reinigung)von)Proteinen)
PE<Puffer)pH)8,0) EDTA) 1)mM)
Saccharose) 20)%)(w/v))
Tris)HCl))
)
50)mM))
)
Größenausschlusschromatographie)
Laufpuffer) PBS) 1x)
Lagerungspuffer)
)
Ethanol) 20)%)(v/v))
Immunfärbung)(AP<konjugiert))
BCIP<Lösung) 5<Brom<4<chlor<3<indoxylphosphat) 1,5)%)(w/v))
Dimethylformamid) 100)%)(v/v))
Blocklösung) Milchpulver)in)PBST) 2)%)(w/v))
NBT<Lösung) Dimethylformamid) 70)%)(w/v))
NBT) 3,0)%)(w/v))
Substratpuffer)pH)9,5) Tris)HCl) 100)mM)
MgCl2) 0,5)mM)
Waschpuffer) Tween)20)in)PBS) 0,1)%)(v/v)))
Oberflächenplasmonenresonanz)
EDC) EDC) 0,5)M)
)
0,5)M)
Ethanolamin<HCl)pH)8,5) Ethanolamin<HCl) 1)M)
Glycin<Lösung)pH)2,5)<)3,0) Glycin) 10)mM)
NaOH<Lösung) NaOH) 50)mM)
Natrium<Acetat<Lösung)pH)3,5)<)7,0) NaAc) 10)mM)
NHS) NHS) 0,1)M)
Puffer) PBS) 1x)
) Tween)20)peroxidfrei)(Roth))
)
0,01)%)
PCR)
dNTPs)
)
dNTPs)(Fermentas)) 10)mM)
SDS<PAGE)
Acrylamidmix) Acrylamid) 30)%)(w/v))
) Bisacrylamid) 0,8)%)(w/v))
APS<Lösung) APS) 10)%)(w/v))
Laemmli<Puffer)(5x))mit/ohne)ß<
Merkaptoethanol)
(ß<Merkaptoethanol)) 15)%)(v/v))
Bromphenolblau) 0,02)%)(w/v))
Glycerin) 50)%)(v/v))
SDS) 10)%)(w/v))
Laufpuffer)mit)SDS)pH)8,3) Glycin) 192)mM)
SDS) 0,1)%)(w/v))
Tris)HCl) 25)mM)
SDS<Lösung) SDS) 10)%)(w/v))
Tris)HCl<Lösung)pH)6,8) Tris)HCl) 1)M)
Tris)HCl<Lösung)pH)8,8)
)
Tris)HCl) 1,5)M)
Western)Blot)
Laufpuffer)pH)8,3) Glycin) 192)mM)
Tris)HCl) 25)mM)
Material)und)Methoden)
) 29)
Bezeichnung! Komponente! Konzentration!
Zellkultur)
Trypanblau) PBS) 1x)
) Trypanblau) 0,4)%)(w/v))
)
3.1.8) Mikroorganismen)und)Zelllinien)
Tabelle)3<8:)Verwendete)Mikroorganismen)und)Zelllinien)
Mikroorganismus/Zellli
nie!
Eigenschaften/Kultivierung! Herkunft/!Referenz!
E.#coli)XL1<Blue)MRF') supE44#hsdR17#recA1#endA1#gyrA46#
thi#relA1lacAF')[proAB)+)lacq)ZDM15)
TN10(tetR)]#
Agilent,)Santa)Clara)
)
)
E.#coli)TG1) supE#thiA1#∆(lacAproAB))∆(mcrBA
hsdSM)5#(rK<mK<))[F)́)traD36#proAB#
lacIqZ∆M15])
Agilent,)Santa)Clara)
)
E.#coli)ER2738) [F'proA+B+)lacIq)_(lacZ)M15)zzf::Tn10)
(tetr)])fhuA2)glnV_(lac<proAB))thi<
1_(hsdS<mcrB)5)
Lucigen,)Middleton)
HEK293)6E) humane)embryonale)Nierenzell<linie,)
Expression)von)Epstein<Barr<Virus<
Nukleares<Antigen1)
NRC,)BRI,)Montreal,)Canada)
)
3.1.9) Medien)und)Supplemente)
Tabelle)3<9:)Verwendete)Medien)und)Supplemente)
Medium!/!Supplement! Komponente! Konzentration!
2xYT)Agar) Bacto<Agar)in)2xYT)Medium) 1,5)%)(w/v))
2xYT)Medium)(pH)7,0)) Bacto<Hefeextrakt) 1,0)%)(w/v))
Bacto<Trypton) 1,6)%)(w/v))
NaCl) 0,05)%)(w/v))
2xYT<GA)Medium) 2xYT<Medium) <)
Glukose) 100)mM)
Ampicillin) 100)mg/L)
Ampicillin) Ampicillin) 100)mg/mL)
Glukoselösung) Glukose) 2)M)
F17)Medium) FreeStyle)F17)Expressionsmedium)(Invitrogen,)
Darmstadt))
<)
) Fütterung:)Trypton)N1)(PAA,)Pasching,)AUS)) 0,1)%)(w/v))
) G418) 25)µg/mL)
) L<Glutamin)(PAA,)Pasching,)AUS)) 7,5)mM)
) Pluronic)F<68)(Applichem,)Darmstadt)) 0,1)%)(v/v))
IPTG<Lösung) IPTG) 1)M)
Penicillin/Streptomycin) Penicillin) 10.000)U/mL)
) Streptomycin) 10)mg/mL)
RPMI)1640)Medium) RPMI)1640)(PAA)Laboratories)GmbH)) <)
) FCS) 8)%)(v/v))
) Penicillin)/)Streptomycin) 1)%)(v/v))
SOC)Medium) Bacto<Hefeextrakt) 0,5)%)(w/v))
Bacto<Trypton) 2,0)%)(w/v))
NaCl) 0,005)%)(w/v))
MgCl2) 20)mM)
Glukose) 20)mM)
RNA)Isolation) TRIzol)LS)Reagent)(Life)Technologies,)Darmstadt)) <)
)
Material)und)Methoden)
)30)
3.1.10) Vektoren)
Tabelle)3<10:)Verwendete)Vektoren)
Vektorbezeichnung! Verwendung!
pHAL14) scFv)Phagemid<Vektor)
pHAL38) scFab)Phagemid<Vektor)
pHAL43) scFab)Phagemid<Vektor#
pOPE101<XP) E.#coli<Expressionsvektor#
pCSE2.5<XP) Säugerzellkultur<Expressionsvektor)
pCSE2.5<hIgG1Fc) Säugerzellkultur<Expressionsvektor#
)
3.1.11)Oligonukleotide)
Tabelle)3<11:)Verwendete)Oligonukleotide)
Oligonukleotid! !DNASSequenz!(5’S3’)!
MH)LacZ)Pro)f) ggc)tcg)tat)gtt)gtg)tgg)
MhgIII_r1) cta)aag)ttt)tgt)cgt)ctt)tcc)
MHVH1_f) cag)gtb)cag)ctg)gtg)cag)tct)gg)
MHVH1/7_f) car)rts)cag)ctg)gtr)car)tct)gg)
MHVH2_f) cag)rtc)acc)ttg)aag)gag)tct)gg)
MHVH3_f1) sar)gtg)cag)ctg)gtg)gag)tct)gg)
MHVH3_f2) gag)gtg)cag)ctg)ktg)gag)wcy)sg)
MHVH4_f1) cag)gtg)car)ctg)cag)gag)tcg)gg)
MHVH4_f2) cag)stg)cag)ctr)cag)sag)tss)gg)
MHVH5_f) gar)gtg)cag)ctg)gtg)cag)tct)gg)
MHVH6_f) cag)gta)cag)ctg)cag)cag)tca)gg)
MHIgMCH1_r) agt)gca)tcc)gcc)cca)acc)ctt)
MHVK1_f1) gac)atc)cag)atg)acc)cag)tct)cc)
MHVK1_f2) gmc)atc)crg)wtg)acc)cag)tct)cc)
MHVK2_f) gat)rtt)gtg)atg)acy)cag)wct)cc)
MHVK3_f) gaa)atw)gtg)wtg)acr)cag)tct)cc)
MHVK4_f) gac)atc)gtg)atg)acc)cag)tct)cc)
MHVK5_f) gaa)acg)aca)ctc)acg)cag)tct)cc)
MHVK6_f) gaw)rtt)gtg)mtg)acw)cag)tct)cc)
MHkappaCL_r) aag)agc)ttc)aac)agg)gga)gag)tgt)
MHVL1_f1) cag)tct)gtg)ctg)act)cag)cca)cc)
MHVL1_f2) cag)tct)gtg)ytg)acg)cag)ccg)cc)
MHVL2_f) cag)tct)gcc)ctg)act)cag)cct)
MHVL3_f1) tcc)tat)gwg)ctg)acw)cag)cca)cc)
MHVL3_f2) tct)tct)gag)ctg)act)cag)gac)cc)
MHVL4_f1) ctg)cct)gtg)ctg)act)cag)ccc)
MHVL4_f2) cag)cyt)gtg)ctg)act)caa)tcr)yc)
MHVL5_f) cag)sct)gtg)ctg)act)cag)cc)
MHVL6_f) aat)ttt)atg)ctg)act)cag)ccc)ca)
MHVL7/8_f) cag)rct)gtg)gtg)acy)cag)gag)cc)
MHVL9/10_f) cag)scw)gkg)ctg)act)cag)cca)cc)
MHlambdaCL_r) ca)gtg)gcc)cct)aca)gaa)tgt)tca)
MHlambdaCL_r2) cag)ttg)ccc)cta)cgg)aat)gtt)ca)
MHVH1Fab<MfeI_f) gtcctcgca)cag)gtb)caa)ttg)gtg)cag)tct)gg)
MHVH1/7Fab<MfeI_f) gtcctcgca)car)rts)caa)ttg)gtr)car)tct)gg)
MHVH2Fab<MfeI_f) gtcctcgca)cag)rtc)caa)ttg)aag)gag)tct)gg)
MHVH3Fab<MfeI_f1) gtc)ctc)gca)sar)gtg)caa)ttg)gtg)gag)tct)gg)
MHVH3Fab<MfeI_f2) gtc)ctc)gca)gag)gtg)caa)ttg)ktg)gag)wcy)sg)
MHVH4Fab<MfeI_f1) gtc)ctc)gca)cag)gtg)caa)ttg)cag)gag)tcg)gg)
MHVH4Fab<MfeI_f2) gtc)ctc)gca)cag)stg)caa)ttg)cag)sag)tss)gg)
MHVH5Fab<MfeI_f) gtc)ctc)gca)gar)gtg)caa)ttg)gtg)cag)tct)gg)
MHVH6Fab<MfeI_f) gtc)ctc)gca)cag)gta)caa)ttg)cag)cag)tca)gg)
Material)und)Methoden)
) 31)
Oligonukleotid! !DNASSequenz!(5’S3’)!
MHJH1/2Fab<NheI_r) ggc)acc)ctg)gtc)acy)gtc)tcc)tca)gct)agc)tgc)gag)gac)
MHJH3Fab<NheI_r) ggg)acg)atg)gtc)aca)gtc)tct)tca)gct)agc)tgc)gag)gac)
MHJH4/5Fab<NheI_r) gga)acc)ctg)gtc)acc)gtc)tcc)tca)gct)agc)tgc)gag)gac)
MHJH6Fab<NheI_r) ggg)acc)acg)gtc)acc)gtc)tcc)tca)gct)agc)tgc)gag)gac)
MHVK1Fab<NcoI_f1) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)gac)atc)cag)atg)acc)cag)tct)cc)
MHVK1Fab<NcoI_f2) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)gmc)atc)crg)wtg)acc)cag)tct)cc)
MHVK2Fab<NcoI_f) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)gat)rtt)gtg)atg)acy)cag)wct)cc)
MHVK3Fab<NcoI_f) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)gaa)atw)gtg)wtg)acr)cag)tct)cc)
MHVK4Fab<NcoI_f) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)gac)atc)gtg)atg)acc)cag)tct)cc)
MHVK5Fab<NcoI_f) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)gaa)acg)aca)ctc)acg)cag)tct)cc)
MHVK6Fab<NcoI_f) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)gaw)rtt)gtg)mtg)acw)cag)tct)cc)
MHkappaCLscFab<MluI_r) aag)agc)ttc)aac)agg)gga)gag)gac)gcg)t)gga)ggc)ggt)
MHVL1Fab<NcoI_f1) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)cag)tct)gtg)ctg)act)cag)cca)cc)
MHVL1Fab<NcoI_f2) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)cag)tct)gtg)ytg)acg)cag)ccg)cc)
MHVL2Fab<NcoI_f) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)cag)tct)gcc)ctg)act)cag)cct)
MHVL3Fab<NcoI_f1) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)tcc)tat)gwg)ctg)acw)cag)cca)cc)
MHVL3Fab<NcoI_f2) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)tct)tct)gag)ctg)act)cag)gac)cc)
MHVL4Fab<NcoI_f1) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)ctg)cct)gtg)ctg)act)cag)ccc)
MHVL4Fab<NcoI_f2) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)cag)cyt)gtg)ctg)act)caa)tcr)yc)
MHVL5Fab<NcoI_f) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)cag)sct)gtg)ctg)act)cag)cc)
MHVL6Fab<NcoI_f) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)aat)ttt)atg)ctg)act)cag)ccc)ca)
MHVL7/8Fab<NcoI_f) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)cag)rct)gtg)gtg)acy)cag)gag)cc)
MHVL9/10Fab<NcoI_f) acc)gcc)tcc)cc)atg)gcc)cag)scw)gkg)ctg)act)cag)cca)cc)
MHLambdaCLscFab<MluI_r) ca)gtg)gcc)cct)aca)gaa)gac)gcg)t)gga)ggc)ggt)
)
3.1.12) Sonstiges))
Tabelle)3<12:)Sonstiges)
Produkt! Hersteller!/!Quelle!
DNA<Massenstandard)GeneRulerTM)1kB)Plus) Fermentas,)St.)Leon<Rot)
Protein<Massenstandard)Precision)Protein)ladder)All)Blue)/)Unstained) Bio<Rad,)München)
)
Material)und)Methoden)
)32)
!
3.2! Methoden!
3.2.1) Allgemeines)
3.2.1.1#Sterilisation#und#Medien#
Flüssigkeiten) wurden) für) 20) min) bei) 121°C) sterilisiert.) Glukose) und) Antibiotika) wurden)
getrennt)von)den)Medien)sterilisiert)und)unter)sterilen)Bedingungen)vor)Nutzung)vereinigt.)
3.2.2) Molekulargenetische)Methoden)
3.2.2.1#cDNA#Synthese#
Zur) Generierung) von) cDNA) wurde) die) reverse) Transkriptase) SuperScript) III) (Life)
Technologies))verwendet.)Die)Durchführung)entsprach)den)Angaben)des)Herstellers.)
3.2.2.2#Isolation#von#mRNA#aus#PBMCs#
Die) Isolation) von)mRNA)aus)PBMCs)erfolgte)durch)das)Verwenden)von)TRIzol.) 0,5<1x107)
Zellen)wurden)in)1)mL)TRIzol)resuspendiert)und)nach)der)Zugabe)von)200)µL)Chloroform)15)
sec)gevortext.)Nach)einer)Zentrifugation)bei)120000)xg) (10)mins)4) °C))wurde)die)wässrige)
Phase)entnommen.)Die)RNA)wurde)durch)die)Zugabe)0,5)mL)eiskaltem) Isoproanol)gefällt.)
Für)die)weiteren)Arbeitsschritte)wurde)das)Oligotex)mRNA)Mini)Kit)(Qiagen))verwendet.)Die)
Durchführungen)entsprachen)den)Angaben)des)Herstellers.)
3.2.2.3#Isolation#von#PlasmidADNA#
Die) Isolierung) der) Plasmid) DNA) erfolgte) nach) Herstellerangaben) mit) den) NucleoSpin)
Plasmid,) NucleoBond) Xtra) Midi) aus) bakteriellen) Übernachtkulturen) in) 2xYT) Medium.) Die)
DNA<Konzentration)wurde)anschließend)fotometrisch)durch)Nutzung)des)Nanodrop)ND<1000)
bestimmt.)
3.2.2.4#Polymerase#Kettenreaktion#
Die) Polymerase) Kettenreaktion) (PCR)) wurde) verwendet,) um) DNA) mit) Hilfe) von) zwei)
spezifischen)Oligonukleotiden)(Primer))anzureichern190.)
Die) präparative) PCR) wurde) verwendet,) um) DNA) zu) amplifizieren,) die) im) Anschluss) in)
Vektoren)kloniert)werden)sollte.)Zur)Überprüfung)der)Klonierungsschritte)wurde)die)Kolonie)
PCR)verwendet.)PCR)Protokolle)und)Zusammensetzungen)sind)in)Tabelle)3<13)<)Tabelle)3<14)
dargestellt.))
Tabelle)3<13:)PCR)Amplifikationsprotokoll!
Schritt! Temperatur![°C]! Zeit![s]!
Initiale)Denaturierung) 96) 180)
Denaturierung) 96) 30)
Annealing) 50<65) 30)
Elongation) 72) 60)
) ) 20<30)Zyklen)
Material)und)Methoden)
) 33)
Schritt! Temperatur![°C]! Zeit![s]!
Finale)Elongation) 72) 300)
Ende) 16) ∞)
)
Tabelle)3<14:)Zusammensetzung)der)PCR)Reaktion)
! Präparative!PCR! KolonieSPCR!
Polymerase) Phusion)(5)U/µL))1x) Go)Taq)(1)U/µL))
Template) <)250)ng) 0.5μg))
Polymerase<Puffer) Phusion)HF)1x) GoTaq)Reaction)buffer)1x)
10)mM)dNTPs) 200)µM) 200)µM)
Primer)(forward))10)pmol/µL) 0.5)µM) 0.5)µM)
Primer)(reverse))10)pmol/µL) 0.5)µM) 0.5)µM)
dH2O) variabel) variabel)
)
3.2.2.5#Polymerase#Kettenreaktion#zur#Generierung#von#Antikörperphagenbibliotheken#
Die) Amplifikation) der) Genabschnitte) zur) Generierung) von) Antikörpergenbibliotheken)
entspricht)der)von)Hust)et#al.)(2011))beschriebenen)Durchführung131)
3.2.2.6#Agarose#Gelelektrophorese#
Zur) Größenauftrennung) von) DNA) Fragmenten) wurde) die) Agarose) Gelelektrophorese)
angewendet.) Die)DNA)Proben)wurden) in) einem)Agarosegel) (0,7<2,0)%) (w/v)) Agaroses) 25)
mM)Ethidiumbromids)1x)TAE))bei)130V,)300mA)und)35)min)aufgetrennt.)Gele)wurden)unter)
UV)Licht) in)der)Geldokumentation)fotografiert.)Als)Größenstandard)wurde)der)GeneRuler)1)
kB)Plus)verwendet.)
3.2.2.7#Reinigung#von#DNA#Proben#
DNA) Proben) wurden) nach) Anweisungen) des) Herstellers) mit) dem) Kit) Nucleospin) Extract)
gereinigt.) Die) DNA<Konzentrationsbestimmung) erfolgte) fotometrisch) durch) Nutzung) des)
Nanodrop)ND<1000.)
3.2.2.8#Konzentrationsbestimmung#mittels#Nanodrop#
Die)DNA)Konzentration)wurde)mit)Hilfe)des)Nanodrop)ND<1000)bei)einer)Wellenlänge)von)
260)nm)ermittelt.)
3.2.2.9#Restriktionsverdau#und#Dephosphorylierung#
Der)Restriktionsverdau)wurde)mit)Typ<II<Restriktionsendonukleasen)durchgeführt.)In))
Tabelle)3<15)sind)die)Komponenten)eines)DNA)Verdaus)dargestellt.)
Tabelle)3<15:)Zusammensetzung)des)Restriktionsverdaus)mit)Endonukleasen)
Komponente! Konzentration!
DNA) 1)µg)
Restriktionsenzym)I)(10)U/µL)) 1)U)
Restriktionsenzym)II)(10)U/µL)) 1)U)
Puffer)NEB1<4)10x) 1x)
BSA)100x) 1x)
dH2O) variabel)
∑) 50)µL)
Material)und)Methoden)
)34)
)
Nach) dem) Verdau) wurden) die) Enzyme) nach) Herstellerangaben) hitzeinaktiviert.)
Endständigen)5´<Phosphatgruppen)wurden)durch)Zugabe)von)Calf# Intestine#Protease) (CIP))
entfernt)(2x)0,5)µL)CIPs)je)30)min)bei)37)°C).)Die)DNA)wurde)im)Folgenden)gereinigt.)
3.2.2.10# Ligation#
DNA) Fragmente) wurden) durch) die) T4) Ligase) verknüpft.) Das) Vektor) zu) Insert) Verhältnis)
ergibt)sich)aus)der)folgenden)Gleichung:)
)
Formel!1:)Berechnung)zur)Bestimmung)des)DNA)zu)Vektor)Verhältnisses)!"##$%&'()*+ ,- = +3+×+!"##$1(2*3)+ ,- ×+4ä,-$%&'()*+[78]4ä,-$1(2*3)+[78] )
)
Ligiert)wurde)über)Nacht)bei)16°C.)Die)Hitzeinaktivierung)der)T4)Ligase)erfolgte)bei)65)°C)für)
10)min.))
)
Tabelle)3<16:)Zusammensetzung)der)Ligation)
Komponente! Volumen![µL]!
Vektor) !"##$1(2*3))
Insert) !"##$%&'()*)
Ligase)Puffer) 1x)
Ligase) 1U)
dH2O) variabel)
∑) 10,0)
)
3.2.2.11# Sequenzierung#
Sequenzierungen)wurden)durch)die)Firma)GATC)(Konstanz))durchgeführt.)Sequenzanalysen)
wurden)mit)dem)Softwaretool)Lasergene)8)durchgeführt.)
3.2.3) Mikrobiologische)Methoden)
3.2.3.1#Bestimmung#der#Zelldichte#
Die) Zelldichte) von) Bakterien) wurde) im) Fotometer) bei) einer) Wellenlänge) von) 600) nm)
bestimmt.)Als)Referenz)diente)nicht)beimpftes)Medium.)
3.2.3.2#Infektionstest#zur#Bestimmung#des#Phagentiters#
Die) Bestimmung) des) Phagentiters) erfolgte) durch) Erstellung) von) Verdünnungsreihen)
produzierter)Antikörperphagen.)10)µL)unterschiedlicher)Verdünnungen)wurden)im)Anschluss)
genutzt,)um)50)µL)E.#coli)XL1<Blue)MRF’)(OD600)=)0,5))zu) infizieren.)Die)Bakterien)wurden)
für) 30) min) bei) 37°C) inkubiert) und) anschließend) wurden) 3x) 10) µL) auf) 2xYT<GA) Platten)
ausplattiert.)Die)Titer)wurden)anhand)der)Anzahl)von)Kolonien)bestimmt.)
Material)und)Methoden)
) 35)
3.2.3.3#Lagerung#von#Mikroorganismen#(Glycerinstock)#
Mikroorganismen)wurden)in)20%)(v/v))Glycerin)bei)<80)°C)gelagert.)
3.2.3.4#Selektion#von#Antikörpern#mittels#Phagendisplay#–#TG1#
Zur)Selektion) von)Antikörpern)mittels)Phagendisplay)wurden)Antigene)an)Mikrotiterplatten,)
Immunotubes) oder)Beads) immobilisiert.) Zwischen) 1) µg) und) 15) µg)wurden) über)Nacht) bei)
4°C) immobilisiert.) Nicht) immobilisiertes) Antigen) wurde) weggewaschen) und) Beads,) MTPs)
oder) Immunotubes) mit) 2) %) MPBST) für) 1h) bei) RT) wurden) geblockt.) Nach) dem) Blocken)
wurden)Phagen)(100x)Überschuss)zur)Library)Größe))hinzugefügt)und)für)2h)inkubiert.)Nicht)
gebundene) Phagen)wurden)weggewaschen,) gebundene) anschließend)mit) 100) µL) Trypsin)
bei)37°C)für)30)min)eluiert.)Die)Phagen)wurden)im)Anschluss)verwendet,)um)1000)µL)E.#coli)
TG1)(OD600)=)0,5))zu)infizieren.)Die)Infektion)wurde)bei)37°C)für)30)min)ohne)schütteln)und)
im)Anschluss)bei)37°C)für)30)min)bei)800)rpm)durchgeführt.)Es)folgte)die)Zugabe)von)4000)
µL) 2xYT<GA) und) eine) Inkubation) für) 1h) bei) 37°C) und) 800rpm.) Anschließend) wurden) die)
Bakterien)mit)Helferphage)(M13K07))infiziert)(MOI:1:20).)Die)Infektion)wurde)bei)37°C)für)30)
min) ohne) schütteln) und) im)Anschluss) bei) 37°C) für) 30)min) bei) 800) rpm) durchgeführt.) Die)
Bakterien)wurden)anschließend)bei)4000xg)für)10)min)bei)RT)pelettiert)und)in)5)mL)2xYT<KA)
aufgenommen.)Die)Phagenproduktion)wurde) ü.N.) bei) 30°C) und) 800) rpm) durchgeführt.) Es)
folgte) die) nächste) Panning<runde.) In) dieser) wurden) 100) µL) in) 100) µL) 2) %) MPBST)
eingesetzt.) In)der)Letzten)Runde)wurden)die)Bakterien)nach)Infektion)mit)eluierten)Phagen)
auf) 15) cm) 2xYT<GA) Platten) plattiert) und) bei) 37°C) ü.N.) inkubiert.) Klone) konnten) gepickt)
werden)und)wurden)zur)Produktion)löslicher)Antikörperfragmente)genutzt.)
3.2.3.5#Selektion#von#Antikörpern#mittels#Phagendisplay#–#XL1ABlue#MRF’#
Zur)Selektion) von)Antikörpern)mittels)Phagendisplay)wurden)Antigene)an)Mikrotiterplatten,)
Immunotubes)oder)Beads) immobilisiert.) Immobilisiert)wurde)zwischen)1)µg)und)15)µg)über)
Nacht)bei)4°C.)Nicht) immobilisiertes)Antigen)wurde)weggewaschen)und)Beads,)MTPs)oder)
Immunotubes)mit)2)%)MPBST) für)1h)bei)RT)geblockt.)Nach)dem)Blocken)wurden)Phagen)
(100x) Überschuss) zur) Library) Größe)) hinzugefügt) und) für) 2h) inkubiert.) Nicht) gebundene)
Phagen)wurden)weggewaschen,)gebundene)anschließend)mit)100)µLTrypsin)bei)37°C)für)30)
min)eluiert.)Die)Phagen)wurden)im)Anschluss)verwendet,)um)130)µL)E.#coli)XL1<Blue)MRF’)
(OD600)=)0,5))zu) infizieren.)Die) Infektion)wurde)bei)37°C) für)30)min)ohne)schütteln)und) im)
Anschluss)bei)37°C) für)30)min)bei)800) rpm)durchgeführt.)Es) folgte)die)Zugabe)von)20)µL)
10xGA)und) eine) Inkubation) ü.N.) bei) 30°C) und) 800rpm.)Am)nächsten)Tag)wurden) 180) µL)
2xYT<GA) mit) 10) µL) der) Übernachtkultur) inokuliert) und) bei) einer) OD600) von) 0,5) mit)
Helperphage) (M13K07)) infiziert) (MOI:1:20).) Die) Infektion)wurde) bei) 37°C) für) 30)min) ohne)
schütteln) und) im) Anschluss) bei) 37°C) für) 30)min) bei) 800) rpm) durchgeführt.) Die) Bakterien)
wurden) anschließend) bei) 4000xg) für) 10) min) bei) RT) pelettiert) und) in) 180) µL) 2xYT<KA)
Material)und)Methoden)
)36)
aufgenommen.)Die)Phagenproduktion)wurde) ü.N.) bei) 30°C) und) 800) rpm) durchgeführt.) Es)
folgte)die)nächste)Panning<runde.)In)der)letzten)Runde)wurden)die)Bakterien)nach)Infektion)
mit)eluierten)Phagen)auf)15)cm)2xYT<GA)Platten)plattiert)und)bei)37°C)ü.N.)inkubiert.)Klone)
konnten)gepickt)werden)und)wurden)zur)Produktion)löslicher)Antikörperfragmente)genutzt.)
3.2.3.6#Transformation#von#E.#coli#mittels#Hitzeschock#
Zur)Transformation)von)E.#coli)wurden)50µL)Bakterien)des)Stammes)XL1<Blue)MRF’)20)min)
auf)Eis)aufgetaut.)Anschließend)wurden)Ligationsansatz)und)Bakterien)vereinigt,)weitere)20)
min)auf)Eis)inkubiert)und)es)folgte)der)Hitzeschock)bei)42)°C)für)45)sec.)Die)Zellen)wurden)
anschließend)für)2)min)auf)Eis)gelagert)und)dann)nach)Zugabe)von)950)µL)SOC)Medium)für)
1)h)bei)37°C)und)600)rpm)im)Thermomixer)(Eppendorf))inkubiert.))
3.2.3.7#Transformation#von#E.#coli#mittels#Elektroporation#
Die) Transformation) von) elektrokompetenten) E.# coli) erfolgte) in) 0,1) cm)
Elektroporationsküvetten) (Biorad).)50)µL)Bakterien)wurden) für)10)min)auf)Eis) inkubiert.)Es)
folgte) die) Zugabe) des) Ligationsansatzes) und) eine) weitere) Inkubation) für) 10) min.) Das)
DNA/Bakterien<Gemisch)wurde) in) eiskalte)Küvetten)gegeben)und)es) folgte) unmittelbar) die)
Elektroporation)(1,7)kV).)Nach)der)Zugabe)von)950)µL)wurden)die)Bakterien)für)1)h)bei)37)
°C)und)600)rpm)inkubiert.)Es)folgte)das)Ausplattieren)auf)Agarplatten.)
3.2.3.8#Produktion#von#scFvA#und#scFabAAntikörperfragmenten#in#E.#coli##
Die) Produktion) von) Antikörperfragmenten) erfolgte) im) bakteriellen) Expressionsvektor)
pOPE101<XP.) Zur) Produktion) wurde) 2xYT<A) Medium) mit) einer) Übernachtkultur) beimpft)
(OD600)~)0,1))und)die)Produktion)durch)Zugabe)von)50)µM)IPTG)induziert.)Produziert)wurde)
bei)30°C)über)Nacht.))
3.2.3.9#Produktion#von#scFvA#und#scFabAAntikörperphagen#für#große#Bibliotheken##
Die) Produktion) der) Antikörperphagen) entspricht) der) von)Hust)et# al.) (2011)) beschriebenen)
Durchführung131)
)
3.2.4) Biochemische)und)–physikalische)Methoden)
3.2.4.1#Isolation#der#periplasmatischen#Fraktion#von#E.#coli#
Zur)Gewinnung) von) Antikörperfragmenten) aus) dem)Periplasma)wurde) das) Bakterienpellet)
nach)der)Produktion)in)20)mL)eiskaltem)PE<Puffer)für)20)min)bei)4°C)inkubiert.)Es)folgte)ein)
Zentrifugationsschritt) (20000)xgs)30)min))und)die)Präparation)der)OS)Fraktion.)Dazu)wurde)
der)Überstand)entnommen,)das)Pellet) in)20)mL)eiskaltem)OS<Puffer) resuspendiert)und) für)
20)min)bei)4°C) inkubiert.)Nach)erneuter)Zentrifugation) (20000)xgs)30)min))wurden)OS)und)
PE)Fraktion)vereinigt.)
Material)und)Methoden)
) 37)
3.2.4.2#Reinigung#von#Antikörperfragmenten#mittels#IMAC#im#BatchAVerfahren#
Die) Reinigung) von) Antikörperfragmenten) mittels) IMAC) erfolgte) durch) die) Zugabe) von)
Imidazol)und)NaCl)(Endkonzentration:)10)mM)Imidazols)0,5)M)NaCl).)Die)Lösung)wurde)mit)1)
mL) Chelating) Sepharose) Fast) Flow) für) 1) h) bei) 4) °C) inkubiert.) Nach) einem)
Zentrifugationsschritt)(5)mins)500)g))wurde)das)Pellet)vier)Mal)mit)Waschpuffer)gewaschen.)
Die)Elution)erfolgte)mit)Elutionspuffer)(4)mL))und)eine)Dialyse)ü.N.)bei)4)°C)gegen)PBS.)
3.2.4.3#Reinigung#von#Proteinen#mittels#präparativer#Größenausschlusschromatographie#
Die) präparative) Größenausschlusschromatographie) erfolgte) an) der) Äkta) Purifier) mit) der)
Säule) HiLoad16<60) Superdex200) Increase) bei) einer) Flussrate) 0,75) mL/min) bei) 4°C.) Das)
Fraktionsvolumen)betrug)0,5)mL.)
3.2.4.4#(SDSA)Polyacrylamidgelelektrophorese#(SDSAPAGE)#
Zur)Auftrennung)von)Proteinen)wurden)diese)mit)Laemmli)Puffer)versetzt.)Für)reduzierende)
Bedingungen)wurde)der) Laemmli)Puffer) zusätzlich)mit) ß<Merkaptoethanol) (ß<ME)) versetzt.)
Proteinproben) wurden) für) 10) min) bei) 95°C) denaturiert,) unter) nicht) reduzierenden)
Bedingungen)für)20)min)bei)56)°C.)Die)apparenten)molekularen)Massen)wurden)durch)das)
Verwenden) des) Protein) „Standards) Precision) Protein) Ladder) All) Blue“) bestimmt.) Die)
Auftrennung) erfolgte) bei) 25)mA)und) 300)V) für) 45)min.)Die) Zusammensetzung) des)Trenn<)
und)Sammelgels))ist)in)Tabelle)3<17)und)Tabelle)3<18)beschrieben.)
Tabelle)3<17:)Zusammensetzung)des)Sammelgels))
Komponente! Volumen![mL]!
dH2O) 1)
Acrylamidmix) 0,26)
1,0)M)Tris)HCl)pH)6,8) 0,20)
10)%)SDS) 0,015)
10)%)APS) 0,015)
TEMED) 0,002)
)
Tabelle)3<18:)Zusammensetzung)des)Trenngels)
Acrylamidkonz.! 8!%! 10!%! 12!%! 15!%! 18!%!
Komponente) Volumen)[mL])
dH2O) 1,8) 1,6) 1,3) 0,9) 0,5)
Acrylamidmix) 1,1) 1,3) 1,6) 2,0) 2,4)
1,5)M)Tris)HCl)pH)8,8) 1,0) 1,0) 1,0) 1,0) 1,0)
10)%)SDS) 0,04) 0,04) 0,04) 0,04) 0,04)
10)%)APS) 0,04) 0,04) 0,04) 0,04) 0,04)
TEMED) 0,003) 0,002) 0,004) 0,002) 0,002)
)
Native) Gele) wurden) ohne) die) Verwendung) von) SDS) durchgeführt.) Der) pH) Wert) des)
Laufpuffers)wurde)an)den)pI)Wert)der)Proteine)angepasst.)
Material)und)Methoden)
)38)
3.2.4.5#Coomassiefärbung#
SDS) Gele) wurden) durch) Coomassie<Brilliant<Blau) gefärbt.) Dazu) wurde) die) Coomassie)
Lösung)mit) dem)Gel) für) 1)min) in) die)Mikrowelle) gestellt.) Anschließend)wurde)das)Gel)mit)
10)%)Essigsäure)über)Nacht)entfärbt.)
3.2.4.6#Western#Blot#
Nach)der)Auftrennung)der)Proteine) in)der)SDS)PAGE)wurden)die)Proteine)auf) eine) zuvor)
aktivierte) PVDF)Membran) transferiert.) Das)Blotten) erfolgte)mittels) der) Blottaparatur) für) 45)
min)bei)einer)Spannung)von)20)V)(77mA).)
3.2.4.7#Immunfärbung#
Die)mittels)Western)Blot)auf)die)PVDF)Membran)transferierten)Proteine)wurden)durch)eine)
Immunfärbung)nachgewiesen.)Die)Membran)wurde)ü.N.)bei)4)°C)in)2)%)MPBST)gelagert.)Es)
folgte)eine)Inkubation)mit)dem)1.)Nachweisantikörper)(1)h)in)2)%)MPBST)bei)RT))sowie)ein)
Waschschritt)mit)PBS)und)die)Inkubation)mit)dem)2.)Nachweisantikörper)(1)h)in)2)%)MPBST)
bei)RT).)Nach)einem)Waschritt)folgte)die)Inkubation)für)5)min)in)Substratpuffer.)Die)Banden)
wurden)durch)Inkubation)mit)1/100)(v/v))NBT)und)1/100)(v/v))BCIP)visualisiert.)Die)Reaktion)
wurde)mit)Wasser)gestoppt.)
3.2.4.8#Enzyme#Linked#Immunosorbent#Assay#(ELISA)#
Der) ELISA) wurde) in) 96) Kavitäten) Platten) der) Firma) Costa) (Maxisorp)) durchgeführt.) Das)
Antigen) wurde) mit) 100) µL) PBS) ü.N.) bei) 4°C) auf) der) Platte) immobilisiert.) Zum) Blocken)
wurden)300)µL)2)%)MPBST)verwendet)(Inkubation)für)1)h).)Die)Nachweisantikörper)wurden)
in)100)µL)PBS)aufgenommen)und)für)1h)in)die)Kavitäten)gegeben.)Gewaschen)wurde)3x)mit)
PBST)im)ELISA<Washer.)Entwickelt)wurde)durch)die)Zugabe)von)100)µL)Entwicklerlösung.)
Die) Farbreaktion) wurde) gestoppt) durch) die) Zugabe) von) 100) µL) Stopplösung.) Vermessen)
wurden)die)Platten)im)Tecan)Sunrise)bei)einer)Wellenlänge)von)450)nm)(Referenz)620)nm).)
3.2.4.9#Enzyme#Linked#Immunosorbent#Assay#(ELISA)#A#Europium#
Als)Alternative) zum)Nachweis) über)HRP)wurde) ein)Nachweis) von)Europium)durchgeführt.)
Die)Durchführung)entsprach)den)Anweisungen)des)Herstellers)zum)DELFIA)Eu<DTPA<DTA)
Chelate) and) Europium) Kit.) Vermessen) wurden) die) Platten) im) Tecan) Ultra) bei) einer)
Wellenlänge)von)450)nm)(Referenz)620)nm).)
3.2.4.10# Oberflächenplasmonresonanz#(SPR)#
Kinetische)Untersuchungen)wurden)mit) dem)Gerät) Biacore) 2000) durchgeführt.) Verwendet)
wurden)CM5)Chips,)die)nach)Angaben)des)Herstellers)genutzt)wurden.)Laufpuffer)war)HBS<
EP)Puffer.)Das)Gerät)wurde)nach)Herstellerangaben)bedient.)
Material)und)Methoden)
) 39)
3.2.5) Zellbiologische)Methoden)
3.2.5.1#Isolation#von#Peripheral#blood#mononuclear#cells#(PBMCs)#aus#Vollblut#
Zur)Isolation)von)PBMCs)aus)Vollblut)wurden)den)Donoren)42)mL)Blut)entnommen.)Es)folgte)
die)Zugabe)von)18)mL)Hanks)Medium.)Das)Gemisch)wurde)geteilt)und)jeweils)20)mL)Ficoll)
wurden) vorsichtig) überschichtet.) Nach) einem) Zentrifugationsschritt) (1000) xgs) 10) mins) RT))
wurden) die) PBMCs) mit) einer) Pipette) entnommen) und) in) ein) neues) Falcon) überführt.) Es)
folgten)zwei)Waschschritte)mit) je)30)mL)Hanks)Medium)(1000)xgs)10)mins)RT).)Die)Proben)
wurden)bis)zur)weiteren)Verwendung)in)1)mL)TRIzol)aufgenommen)und)bei)<80)°C)gelagert.))
3.2.5.2#Produktion#von#Proteinen#in#humanen#Zellen#
Antikörperfragmente)und)Antikörperfusionsproteine)wurden)in)HEK293<6E)Zellen)produziert.)
Die) Suspensionszelllinie) wurde) bei) einer) Zelldichte) von) 1,3<2,0x106) Zellen/mL) transfiziert.)
Die)Transfektion)erfolgte)mittels)Polyethylenimin)(PEI).)25)µg)DNA)wurden)mit)62,5)µL)PEI)
vermengt)und)für)20)min)inkubiert.)Das)PEI/DNA)<Gemisch)wurde)zu)25)mL)Zellen)gegeben)
und) die) Produktion) erfolgte) für) 5) Tage,) 37)°C,) 5)%) CO2<Begasung) und) 110)rpm) in)
Kultivierungsmedium) im) Erlenmeyerkolben.) An) Tag) drei) wurde)mit) 25)mL)Medium) (0,5) &)
(w/v))TN1<Pepton))gefüttert.))
)
Ergebnisse)
)40)
4! Ergebnisse!
4.1! Aufbau!des!scFabSVektors!
Die) Basis) des) scFab) Vektors) war) der) etablierte) scFv<Vektor) pHAL14.) Hust) et# al.) (2007))
generierten) eine) für) das) scFab<Format) angepasste) Variante186.) Zur) Generierung) der)
Bibliotheken) wurde) die) Reihenfolge) des) His) und) Myc) Tags) durch) Klonierung) verändert.)
Anders) als) beim) pHAL14) ist) die) dem) Myc) Tag) im) pHAL38) der) His) Tag) nachgestellt.) In)
Abbildung) 15A) ist) schematisch) die) Vektorkarte) dargestellt,) die) nach) der) Verpackung)
resultierende)Phage)in)Abbildung)15B.)
A!
)
!)
B!
)
Abbildung) 15:) A:) Aufbau) des) zur) Klonierung) verwendeten) Phagemidvektorss) B:) Schematische)
Darstellung)eines)Phagen)mit)pIII::scFab)Fusionsprotein.)
)
Im) Folgenden) werden) weitere) Veränderungen) im) Design) sowie) der) Nukleotid<) und)
Aminosäuresequenz) dargestellt,) die) in) Bezug) auf)Displayrate,) Produktion) und)Eignung) für)
große)Antikörperbibliotheken)untersucht)werden)sollten.))
)
4.1.1# Codonoptimierung)für)E.#coli#
Um) den) Einfluss) der) Codon# Usage) und) die) daraus) resultierende) Produktionsrate) in) der)
Selektion)von)Antikörperfragmenten) in)E.#coli) zu)untersuchen,)wurden)zwei)Vektorsysteme)
generiert.) Die) scFab<Vektoren) pHAL38) und) pHAL43) unterscheiden) sich) in) der)
Nukleotidsequenz)der)CH1.)Dieser)Bereich)wurde)durch)die)Firma)GeneArt)auf)eine)optimale)
Codon#Usage)in)E.#coli)angepasst.)
Zur)Generierung)des)pHAL43)wurde)die)Codon<optimierte)konstante)Domäne)der)schweren)
Kette)wurde)durch)Gensynthese)von)der)Firma)GeneArt)generiert,)in)den)pHAL38)ligiert)und)
Ergebnisse)
) 41)
in)E.#coli)XL1<Blue)MRF’)transformiert.)Die)Sequenz)wurde)durch)Sequenzierung)analysiert)
(Daten)nicht)gezeigt))und)anschließend)verifiziert.)
Im)weiteren)Verlauf)wurde)die)Möglichkeit)der)scFab)Expression)getestet)und)verglichen.)Zu)
diesem)Zweck)wurde)der)Modellantikörper)D1.3191)in)beide)Vektoren)kloniert,)die)Sequenzen)
verifiziert) und) die) Fragmente) anschließend) bakteriell) exprimiert.) Die) Produktion) der)
Antikörperfragmente)wurde)im)Immunoblot)nachgewiesen)(Abbildung)16).)
Die)Produktion)des) löslichen)D1.3)scFab)Antikörperfragmentes)war)sowohl) im)pHAL38)als)
auch) im) pHAL43) möglich.) Die) Produktivitäten) unterschieden) sich) nicht.) Die) Größe) der)
Fragmente) war) ~60) kDA.) Auch) der) Nachweis) der) Kontrolle) D1.3) scFv) war) möglich)
(~30)kDA).)
)
Abbildung) 16:) Analyse) des) produzierten) Antikörperklons) D1.3) als) scFab) im) pHAL38) und) pHAL43)
sowie) als) scFv) im) pHAL14.) Immunoblot) eines) 12)%igen) SDS)Gels) zum) Nachweis) der) Produktion)
löslicher)Antikörperfragmente.)Aufgetragen)sind)10)µL)Produktionsüberstand.)Der)Nachweis)erfolgte)
durch)ein)α<Myc<tag)Antikörper) (9E10))und)einen)Ziege<α<Maus) IgG)AP<konjugierten)Antikörper)und)
NBT/BCIP<Substrat.)
)
Für) weitere) Analysen) wurden) zwei) Testantikörpergenbibliotheken) mit) einer) Diversität) von)
5x107) für) pHAL38) und) 8x107) für) pHAL43) generiert.) Die) Testbibliotheken) wurden) durch)
Insert<Raten)und)Transformationseffizienzen)charakterisiert)(siehe)4.3).)
Darüber) hinaus) wurde) die) Phagenverpackung) beider) Bibliotheken) verglichen.) Analysiert)
wurden) Immunoblots) von)200) zufällig) ausgewählte)Klone)beider)Bibliotheken) (siehe)4.3.3))
(Daten) nicht) gezeigt).) Die) Anzahl) der) detektierbaren) scFab::pIII) Fusionen)wurde) für) beide)
Bibliotheken)ermittelt)und)ist)in)Abbildung)17)dargestellt.)Die)Produktion)der)Phagen)erfolgte)
in)zwei)unabhängigen)Experimenten)(Abbildung)17).)
Bei) etwa) 30) %) des) pHAL38) Vektorsystems) und) etwa) 20) %) des) pHAL43<Vektorsystems)
ließen) sich) pIII<Fusionen) produzierter) Phagen) nachweisen.) Die)Messpunkte) der) einzelnen)
Versuchsansätze) unterscheiden) sich) hierbei) nur) in) geringem)Maße.) Für) die) Kontrollen) im)
scFv)Vektor)pHAL14)war)es)möglich)bei)etwa)30)%)ein)Fusionsprotein)nachzuweisen.)Die)
Ergebnisse)
)42)
vorliegenden) Daten) wurden) mittels) ungepaartem) t<Test) analysiert) und) unterscheiden) sich)
signifikant)(p<0.1).))
)
Abbildung) 17:)Detektierte) pIII<Fusionsbanden) im) Immunoblot) drei) verschiedener) Vektorsysteme) zur)
Generierung)von)scFab)und)scFv)Phagenbibliotheken.)
)
4.2! Vorarbeiten!zur!Klonierung!einer!naiven!scFab!Bibliothek!
Die)Generierung)der)naiven)scFab)Bibliothek)erforderte)das)Isolieren)von)Donor)PBMCs.)Es)
wurden) schwere) sowie) leichte) Ketten) mittels) PCR) amplifiziert.) Zur) Klonierung) der)
generierten) Fragmente) in) den) Phagemiden) pHAL38) wurden) Schnittstellen) mittels) PCR)
angefügt.)DNA)Banden)mit)einer)Größe)von)etwa)700)bp)für)VL)und)400)bp)für)VH)wurden)
isoliert.) Die) Bibliotheken<Klonierung) erfolgte) mittels) Ligation.) Transformierte) E.# coli)
Subbibliotheken)wurden)zur)Verpackung)von)Antikörperphagen)verwendet.)
)
4.3! Klonierung!von!zwei!scFab!Testbibliotheken!und!Analysen!
Um) das) noch) wenig) charakterisierte) Format) des) scFabs) auf) Kompatibilität) mit) dem)
vorhanden)Vektorsystem)zu)prüfen,)wurden)Testbibliotheken)generiert,) Inserate)und)Größe)
bestimmt) und) die) Phagemide) durch) das) Verwenden) von) Helferphagen) verpackt.) Der)
Nachweis) der) Antikörperpräsentation) durch) das) pIII) Fusionsprotein) erfolgte) mittels)
Immunoblot.)Die)Testbibliotheken)wurden) im)Folgenden)für)eine)Antikörperphagen)basierte)
Selektion) eingesetzt.) Binder) wurden) bakteriell) und) in) Säugerzellen) produziert) und)
biochemisch)analysiert)und)charakterisiert.)
4.3.1) Bestimmung)der)Transformationseffizienz)und)Diversität)
Die)Generierung)der)Testbibliotheken)erfolgte)über)eine)Zweischritt<Klonierung.)Es)wurden)
die)Phagemide)pHAL38)und)pHAL43)sowie)das)gereinigte)PCR<Amplifikat)von)vier)zufällig)
ausgewählten) Spendern) der) leichten) Ketten) enzymatisch) verdaut) und) beides) ligiert.) Die)
leichten) Ketten) Kappa) und) Lambda) wurden) separat) kloniert.) Die) Transformation) der)
Phagemide) erfolgte) mittels) Elektroporation) in) den) kompetenten) E.# coli) Stamm) XL1<Blue)
MRF’.)Die)Transformationseffizienz)wurde)durch)das)Auszählen)von)Kolonien)bestimmt.)Die)
Ergebnisse)
) 43)
Bestimmung)der)Klonierungseffizienz)erfolgte)über)Kolonie)PCR) (Daten)nicht)gezeigt).)Zur)
Klonierung) der) schweren) Kette) wurden) die) Plasmide) erneut) enzymatisch) verdaut) und) VH)
(ebenfalls) ein) Pool) von) vier) zufällig) ausgewählten) Spendern)) kloniert.) Die)
Transformationseffizienz) wurde) erneut) durch) das) Auszählen) von) Kolonien) bestimmt.) In)
Abbildung)18)sind)Einzeltransformationen)und)die)Gesamtgrößen)der)pHAL38<)und)pHAL43<
Bibliotheken)unterteilt)in)Lambda)und)Kappa)dargestellt.)
Die)Transformationseffizienzen) lagen)bei) der) pHAL38)Testbibliothek) im)Bereich) von)4x106)
cfu) bis) 1.3x107) cfu) und) unterschieden) sich) leicht) von) den) Transformationseffizienzen) der)
pHAL43)Bibliothek,)die) im)Bereich)von)3x106)cfu)bis)maximal)2x107)cfu) lagen.)Die)Summe)
aus)Kappa)und)Lambda)Bibliotheken)ergaben)für)pHAL38)eine)Bibliotheken<Größe)von)etwa)
5x107)cfu,)für)pHAL43)von)etwa)8x107)cfu.)
)
Abbildung) 18:) Transformationsraten) und) Gesamtbibliothekengrößen) der) pHAL38) und) pHAL43)
Testbibliotheken.))
)
4.3.2) Insert<Rate)
Zur) Bestimmung) der) Voll<Längen) Insert<Raten) wurden) Kolonie<PCRs) der) einzelnen)
Subbibliotheken)durchgeführt)und)gelelektrophoretisch)untersucht.)Die)Insert<Raten)im)Mittel)
sowie)deren)Minima)und)Maxima)sind)in)Abbildung)19)dargestellt.)
Die)Voll<Längen)Insert<Raten)der)scFab)Testbibliotheken)lagen)im)Bereich)von)80)%)für)die)
pHAL38)Library)Klonierung)und)ca.)70)%)bei)pHAL43.)Des)Weiteren)sind)die) Insert<Raten)
der)gut)charakterisierten)HAL7/8)scFv)Bibliothek)dargestellt131.)Die) Insert<Raten)der)beiden)
Testbibliotheken) unterscheiden) sich) nicht) signifikant) von) den) dargestellten) scFv)
Bibliotheken.)
Ergebnisse)
)44)
)
Abbildung)19:)Voll<Längen)Insert<Raten)ermittelt)durch)Kolonie)PCR)der)Testbibliotheken)in)pHAL38)
und)pHAL43)sowie)der)scFv)Antikörperbibliotheken)HAL7)und)HAL8131.)
)
4.3.3) Verpackung)der)Testbibliotheken)
Die)Subbibliotheken)wurden)zur)Verpackung)vereinigt)und)sowohl)mit)M13K07)als)auch)mit)
Hyperphage) verpackt.) Titer) wurden) durch) einen) E.# coli<Infektionstest) bestimmt.) Das)
Ergebnis)der)Titerbestimmung)ist)in)Abbildung)20)dargestellt.)
)
Abbildung)20:)Ermittelte)Titer) der) scFab)Bibliotheken)auf)Basis)des)pHAL38)und)pHAL43)nach)der)
Verpackung)mit)M13K07)und)Hyperphage.)
)
Die)Titer)der)scFab<Testbibliotheken)lagen)für)pHAL38)und)pHAL43)im)Bereich)von)4x1010)–)
2x1011) pfu/mL.) Die) Antikörperphagentiter) der) Lambda) Bibliotheken) waren) etwa) um) den)
Faktor) 5) geringer) als) die) für) Kappa.) Die) mit) Hyperphage) verpackten) Phagentiter) der)
Testbibliotheken) unterscheiden) sich) deutlich) von) den) zuvor) genannten.)Die) Titer) lagen) im)
Bereich)von)2x109)–)8x109)pfu/mL.)
Ergebnisse)
) 45)
4.3.4) Antikörperpräsentation)
Zur) Bestimmung) der) Antikörperpräsentation) durch) das) pIII<Fusionsprotein) wurde) ein)
Immunoblot) zum) Nachweis) des) pIII) Phagenproteins) durchgeführt.) Der) Nachweis) des) pIII)
Proteins)erfolgte)im)Immunoblot)(Abbildung)21).)
In)allen)aufgetragenen)Proben) ließ)sich)bei)~130)kDa)eine)pIII<Fusionsbande)nachweisen.)
Bei) ~60) kDa) lief) das) pIII) Protein) der) Wildtypphage.) Unterschiede) in) der) Laufhöhe) dieser)
Bande) waren) bei) den) Hyperphage) und) den) M13K07) verpackten) Phagen) zu) erkennen.)
Zudem)wurden)viele)nicht)definierbare)Proteine)detektierbar,)welche) insbesondere)bei)den)
mit)M13K07)verpackten)Bibliotheken)intensiver)und)vermehrt)auftraten.)
)
)
Abbildung) 21:) Analyse) der) Antiköperfusionen) in) den) scFab<Bibliotheken) auf) Basis) der) Vektoren)
pHAL38)und)pHAL43.)Immunoblot)eines)12)%igem)SDS)Gels)zum)Nachweis)der)Produktion)löslicher)
Antikörperfragmente.)Aufgetragen)sind)10)µL)Produktionsüberstand.)Der)Nachweis)erfolgte)durch)ein)
α<Myc<Tag) Antikörper) (9E10)) und) einen) Ziege) anti<Maus) IgG) AP<konjugierten) Antikörper) und)
NBT/BCIP<Substrat.)
)
4.3.5) Panning)
Die)verpackten)scFab)Testbibliotheken)auf)Basis)des)pHAL38)wurden)auf)Anwendbarkeit)in)
der)Antikörperphagenselektion)getestet.)Diese)erfolgte)für)Kappa)und)Lambda)separat)in)drei)
Selektionsrunden)gegen)die)in)MTPs)immobilisierten)Antigene)JNK2)und)Lysozym.)Es)wurde)
eine)Präinkubation)auf)Streptavidin)durchgeführt.)
Nach) der) Selektion) wurden) lösliche) Antikörperfragmente) von) Einzelklonen) bakteriell)
produziert)und)auf)spezifische)Bindung)im)ELISA)getestet)(Abbildung)22).)
Zur) Bestimmung) der) spezifischen) Bindung) wurden) Einzelklone) auf) dem) Antigen) und) auf)
einem) Kontrollantigen) im) ELISA) getestet.) Grafisch) dargestellt) in) Abbildung) 22A) ist) das)
Ergebnis) des) Antigen) ELISAs) der) Lambda) Bibliothek) auf) Basis) des) pHAL38.) Für) den)
Großteil) der) getesteten) Einzelklone) konnte) ein) ELISA) Signal) gemessen) werden,) welches)
signifikant)über)dem)des)getesteten)Kontrollantigens)(Streptavidin))lag.)Für)sieben)Klone)der)
Kappa)Testbibliothek) (siehe)Abbildung)22C))war)ein)Signal) zwischen)0,1)und)0,6)auf)dem)
Antigen) auf) JNK2) detektierbar.) Alle) sieben) Klone) gaben) auch) auf) dem) Kontrollantigen)
Ergebnisse)
)46)
Streptavidin)ein)deutliches)Signal.)Die)Ergebnisse)des)Nachweises)auf)Bindung)der)pHAL)38)
und) pHAL) 43) Testbibliotheken) gegen) das) Antigen) Lysozym) sind) in) Abbildung) 22B) und)D)
dargestellt.) In) beiden) Experimenten) konnten) keine) signifikanten) ELISA)Signale) gemessen)
werden,)die)sich)deutlich)vom)Hintergrund)unterschieden.)
A)
pHAL38)
)
)))))))))))))Antikörperklon)
B)
pHAL38)
)
)))))))))))))Antikörperklon)
C)
pHAL43)
)
)))))))))))))Antikörperklon)
D)
pHAL43)
)
)))))))))))))Antikörperklon)
Abbildung)22:)Screenings)nach)der)Selektion)mit)den)scFab)Testbibliotheken)auf)Basis)von)pHAL38)
und)pHAL43s)100)ng)immobilisiertes)Antigen)wurde)mit)100)µL)bakteriell)exprimierten)scFab)inkubiert.)
Der)Nachweis)erfolgte)über)einen)Maus)anti<C<Myc<tag)Antikörper)und)einen)Ziege)α<Maus)IgG)(Fab<
spezifischen)) HRP<konjugierten) Antikörper) und) TMB<Substrats) A:) Screening) von) 48) scFab)
Fragmenten) der) Bibliothek) auf) Basis) des) pHAL38) gegen) das) Antigen) JNK2) und) die) Kontrolle)
Streptavidins)B:)Screening)von)48)scFab)Fragmenten)der)Bibliothek)auf)Basis)des)pHAL38)gegen)das)
Antigen) Lysozym) und) die) Kontrolle) Streptavidins) C:) Screening) von) 48) scFab) Fragmenten) der)
Bibliothek) auf) Basis) des) pHAL43) gegen) das) Antigen) JNK2) und) die) Kontrolle) Streptavidins) D:)
Screening) von) 48) scFab) Fragmenten) der) Bibliothek) auf) Basis) des) pHAL43) gegen) das) Antigen)
Lysozym)und)die)Kontrolle)Streptavidin.)
)
4.3.6) Charakterisierung)der)Binder)
Zur) weiteren) Charakterisierung) wurden) Plasmidpräparationen) der) in) 4.3.5) selektierten)
Antikörperfragmente) gegen) JNK2) angefertigt) und) durch) Sequenzierung) analysiert.) Die)
Antikörpersequenz) der) untersuchten)Klone)war) in) allen) Fällen) identisch) (nicht) dargestellt).)
Für)weitere)Analysen)wurde)der)Klon)FLT059<B6)verwendet.)
Ergebnisse)
) 47)
Klon)FLT059<B6)wurde)bakteriell)produziert)und)der)Überstand) im)ELISA)auf)dem)Antigen)
JNK2) sowie) den) Kontrollproteinen) Streptavidin) und) BSA) getestet.) Der) Überstand) wurde)
titriert.)Die)Ergebnisse)des)ELISAs)sind)in)Abbildung)23)dargestellt.))
)
Abbildung)23:)Bindung)des)Klones)FLT059<B6)als)scFab)an)das) rekombinante)Antigen)H6JNK6) im)
ELISA) zur) Überprüfung) der) Spezifität.) Jeweils) 100) ng/Kavität) JNK2,) Streptavidin) bzw.) BSA) als)
Kontrolle)wurden)immobilisiert)und)mit)100)µL)Antikörper)inkubiert.)Der)Antikörper)wurde)im)Verhältnis)
1:2)mit)MPBS<T)titriert.)Der)Nachweis)erfolgte)über)einen)Maus)α<Myc<tag)Antikörper)und)einen)Ziege)
α<Maus)IgG)(Fab<spezifisch))HRP<konjugierten)Antikörper)und)TMB<Substrat.)
)
Klon) FLT059<B6) hat) spezifisch) an) das) Antigen) JNK2) gebunden.) Zur) Analyse) des) Klons)
FLT059<B6) gegen) JNK2) im) scIgG) Format) wurde) dieser) in) den) Expressionsvektor)
pCSE2.5hIgG1)kloniert)und)anschließend)durch)Sequenzierung)analysiert)und)verifiziert.)Die)
transiente) Expression) fand) durch) Transfektion) der) Zelllinie) HEK293<6E) Zellen) statt.) Das)
Kulturvolumen)betrug)25)mL)und)es)wurden)1,5x106)Zellen/mL) transfiziert.)Kultiviert)wurde)
für) fünf)Tage,)wobei) nach) zwei)Tagen)die)Zugabe)von)25mL)Medium)+)TN1)erfolgte.)Der)
Überstand) wurde) mit) dem) Profinia) System) mittels) einer) Protein) A) gereinigt.) Das)
Elutionsvolumen) betrug) 4) mL.) Es) konnte) unter) den) genannten) Bedingungen) der) Klon)
FLT059<B6)als)scIgG)in)einer)Konzentration)von)0.1)mg/mL)produziert)und)gereinigt)werden.)
Die)Validierung)der)Antikörperproduktion)wurde)mittels)SDS<PAGE)durchgeführt)(Abbildung)
24A).) Die) Reinheit) sowie) das) Aggregationsverhalten) des) produzierten) Klons) wurden)
chromatographisch)analysiert.)In)Abbildung)24B)dargestellt)ist)das)Chromatogramm)von)100)
µg)Protein)analysiert)durch)SEC.)
Im)SDS<Gel) konnte) ein) Protein)mit) einer)Größe) von) etwa) 90) kDA) nachgewiesen)werden.)
Keine)weiteren)Banden)waren)detektierbar.)Die)SEC<Analyse)ergab)zwei)eindeutige)Peaks,)
die) durch) das) vorherige) Kalibrieren) der) Säule)mit) einer)Größe) von) 177) kDA) und) 47) kDA)
bestimmt) werden) konnten.) Darüber) hinaus) waren) zwei) Schultern) detektierbar,) die) den)
Größen)von)124)kDA)und)103)kDA)zugeordnet)werden)konnten.)
Die) Bindungseigenschaften) des) Klon) FLT059<B6) als) scIgGs) wurden) im) ELISA) getestet.)
Unten) dargestellt) (Abbildung) 25A)) ist) die) Bindung) von) Antikörper) auf) immobilisiertem)
Ergebnisse)
)48)
Antigen.) In)Abbildung)25B)dargestellt) ist)der)Nachweis)des)Antigens) im) Immunoblot) sowie)
ein)Test)auf)Kreuzreaktivität.)
A)
)
B)
)
Abbildung)24:)Analysen)des)produzierten)Antikörperklons)FLT059<B6)als)scIgGs)A:)Immunoblot)eines)
12)%igen) SDS) Gels) zum) Nachweis) der) Produktion) eines) scIgG) nach) der) Affinitätsreinigung.)
Aufgetragen)sind)10)µL)gereinigtes)Protein.)Der)Nachweis)erfolgte)durch)ein)einen)Ziege)anti<Maus)
Maus) (Fc<spezifisch)) AP<konjugierten) Antikörper) und) NBT/BCIP<Substrats) B:) Größenausschluss<
chromatographie) des) Antikörperklons) FLT059<B6) als) scIgG.) Es) wurde) die) Säule) HiLoad10/300)
Superdex200)Increase#und)eine)Flussrate)von)0,7)mL/min)verwendet.)
)
Für) den) Antikörper) FLT059<B6) im) scIgG) Format) konnte) eine) spezifische) Bindung) an) das)
Antigen)im)ELISA)demonstriert)werden)(Abbildung)25A).)
In) Abbildung) 25B)war) die) Bindung) des) Antikörpers) gegen) JNK2) unter) reduzierenden) und)
unter) nicht<reduzierenden) Bedingungen) möglich.) Auf) A549) Zelllysat) sind) unter) den)
gewählten)keine)Proteine)detektierbar.)Zur)Kontrolle)wurde)der)Sekundärantikörper)auf)dem)
Antigen)JNK2)und)dem)Zelllysat)getestet.)Hier)waren)ebenfalls)keine)Proteine)detektierbar.)
JNK2)konnte)im)Zelllysat)nicht)nachgewiesen)werden.)
A)
)
B)
)
Abbildung) 25:) Analysen) des) produzierten) Antikörperklons) FLT059<B6) als) scIgGs) A:) Bindung) des)
Klones)FLT059<B6)als)scIgG)an)das) rekombinante)Antigen)H6JNK6) im)ELISA)zur)Überprüfung)der)
Spezifität.)Jeweils)100)ng/Kavität)JNK2,)Streptavidin)bzw.)BSA)als)Kontrolle)wurden)immobilisiert)und)
mit) jeweils) 1)µg) Antikörper) inkubiert.) Der) Nachweis) erfolgte) über) einen)Maus) α<Myc<tag) Antikörper)
und)einen)Ziege)anti<Maus)IgG)(Fab<spezifischen))HRP<konjugierten)Antikörper)und)TMB<Substrat.)B:)
Immunoblot)eines)12)%igen)SDS<Gels)zum)Nachweis)der)Spezifität)löslicher)Antikörperfusionen.)
)
Ergebnisse)
) 49)
4.4! Klonierung!einer!naiven!scFabSPhagenbibliothek!und!Analysen!
Wie) in) Abschnitt) 4.3) dargestellt,) konnte) auf) Basis) des) pHAL38) erfolgreich) eine) scFab)
Testbibliothek) kloniert) werden.) Darüber) hinaus) war) es) möglich) Antikörperfragmente) auf)
Phagen) zu) präsentieren) und) lösliche) scFabs) bakteriell) zu) produzieren.) Das)
Antikörperfragment)FLT059<B6)ging)erfolgreich)aus)einer)Antikörperphagenselektion)hervor)
und)die)spezifische)Bindung)konnte)validiert)werden.)
Auf)dieser)Basis)wurde)eine)naive)scFab)Bibliothek)aus)96)Spendern)im)Phagemid)pHAL38)
kloniert.)Die)Durchführung)entsprach)der)in)4.3)geschilderten)Strategie)und)Durchführung.)
)
4.4.1) Bestimmung)der)Transformationseffizienz)und)Diversität)
Wie)bereits) für)die)Erstellung)der)Testbibliotheken)beschrieben,)wurde) für)die)Generierung)
der)Bibliothek)die)VL)(Lambda)und)Kappa))separat)kloniert.)Unten)dargestellt)(Abbildung)26))
sind) die) Gesamttransformationen) sowie) die) durchschnittliche) Transformationseffizienz.)
Ansätze) mit) einer) Transformationseffizienz) <) 106) cfu) wurden) verworfen) und) sind) nicht)
Bestandteil)der)Bibliothek)(Abbildung)26).)
)
Im) Durchschnitt) lag) die) Transformationseffizienz) bei) ~2x107) cfu) (~1x106) cfu) <) 8x107) cfu).)
HAL11)(Kappa))und)HAL12)(Lambda))zusammen)ergaben)eine)Gesamtgröße)von)~1010)cfu,)
wobei) beide) etwa) gleich) groß) waren.) Zur) Erstellung) der) Bibliotheken) wurden) 220)
Einzeltransformationen)für)Kappa)und)145)für)Lambda)durchgeführt.)
)
Abbildung) 26:) Diversität) der) generierten) scFab<Antikörpergenbibliotheken) aufgeteilt) in) Kappa) und)
Lambda)und)Transformationsraten)der)Einzeltransformationen.)
)
4.4.2) Insert)Rate))
Die) Bestimmung) der) Voll<Längen) Insert<Raten) erfolgte) wie) in) Abschnitt) Fehler!!
Verweisquelle!konnte!nicht!gefunden!werden.)dargestellt,)mittels))PCR.)In)Abbildung)27)
sind)die)Ergebnisse)dargestellt.)
Ergebnisse)
)50)
)
Abbildung)27:)Voll<Längen)Insert<Raten)der)generierten)scFab)Antikörpergenbibliotheken)aufgeteilt)in)
Kappa)und)Lambda.)
)
Die)Voll<Längen) Insert<Raten)beider)Bibliotheken)waren) im)Mittel) 85)%) (Kappa)) und)90)%)
(Lambda)) und) setzten) sich) aus) Werten) der) Einzeltransformationen) von) 55) %) bis) 100)%)
zusammen.)
4.4.3) Verpackung)im)Kleinmaßstab)und)pIII)Fusionsprotein)der)Subbibliotheken)
Zur) weiteren) Charakterisierung) der) Bibliotheken) wurden) die) Einzeltransformationen) in)
Subbibliotheken)vereinigt)(8x)Kappas)6x)Lambda).)Die)einzelnen)Subbibliotheken)wurden)mit)
Hilfe) der) Hyperphage) verpackt.) Der) Phagentiter) wurde) durch) einen) E.# coli) Infektionstest)
bestimmt)(Tabelle)4<1).)
)
Tabelle)4<1:)Übersicht)der)Phagentiter)nach)Verpackung)der)Subbibliotheken)der)generierten)scFab)
Antikörpergenbibliotheken)aufgeteilt)in)Kappa)und)Lambda)
Subbibliotheken! Titer!(pfu/mL)!
HAL11!
κ!Bibliothek!
HAL12!
λ!Bibliothek!
1) 2,0x1011) 5,0x109)
2) 2,0x1011) 8,0x1010)
3) 1,2x1011) 2,0x1012)
4) 1,2x1011) 3,0x1011)
5) 4,0x1010) 8,0x1010)
6) 2,8x1011) 4,4x1011)
7) 1,2x1011) <)
8) 3,0x1011) <)
Durchschnitt) 1,7x1011) 5,8x1011)
)
Verpackt)wurden)acht)Kappa)und)sechs)Lambda)Subbibliotheken)mit)einer)Gesamtdiversität)
von) ~1010.) Die) ermittelten) Phagentiter) waren) im) Bereich) von) 5x109) pfu/mL) und) 2x1012)
pfu/mL.)Die)mittlere)Verpackungsrate) für)die)Kappa<) lag)bei)~1,7)x1011)pfu/mL) für)Lambda)
Subbibliotheken)bei)5,8)x1011)pfu/mL.)
Die) Präsentation) des) pIII) Fusionsproteins) sollte) für) die) produzierten) Phagen) untersucht)
werden.) 109) Phagen) wurden) mit) Laemmlipuffer) versetzt) und) für) 10) Minuten) bei) 95) °C)
Ergebnisse)
) 51)
denaturiert.) In) Abbildung) 28) dargestellt) sind) Immunoblots) der) Kappa) und) Lambda)
Subbibliotheken.))
A!
!
B!
!
Abbildung)28:)Analyse)der)Antiköperfusionen)in)den)scFab)Subbibliotheken)aufgeteilt)nach)Kappa)und)
Lambda.) Immunoblot)eines)12)%igen)SDS)Gels)zum)Nachweis)der)pIII)Fusionen.)Aufgetragen)sind)
1x109)Phagen)nach)der)Fällung)durch)PEG/NaCl.)Der)Nachweis)erfolgte)durch)einen)Ziege)anti<Maus)
Maus)(Fc<spezifisch))AP<konjugierten)Antikörper)und)NBT/BCIP<Substrat.)
)
In) allen) Spuren) ließen) sich) durch) den) α<pIII<Antikörperphagen) nachweisen.) Das)
Bandenmuster)der)Kappa)Subbibliotheken)unterscheidet)sich)zu)dem)der)M13K07)Kontrolle)
(Abbildung) 28A).) Weitere) Proteine) mit) Größen) zwischen) 75) kDA) und) 150) kDA) konnten)
nachgewiesen)werden.) In)Abbildung)28B) ist)der) Immunoblot)der)produzierten)Phagen)aller)
Lambda) Subbibliotheken) dargestellt.) Das) Bandenmuster) der) hier) aufgetragenen) Phagen)
entspricht)dem)der)Kappa)Subbibliotheken.)
4.4.4) Verpackung)im)Großmaßstab)und)Nachweis)der)Fusionsbanden)
Die) Verpackung) im) Großmaßstab) erfolgte) mit) Hilfe) der) Hyperphage) und) einem)
Produktionsvolumen) von) 600) mL.) Zur) Titerbestimmung) wurden) die) HAL11) (Kappa)) und)
HAL12) (Lambda))Subbibliotheken) zu) gleichem)Mengen) vereinigt.) Anschließend)wurde) der)
Titer)durch)einen)E.#coli)Infektionstest)bestimmt)(Tabelle)4<2).)
)
Tabelle) 4<2:) Ermittelte) Phagentiter) der) Antikörpergenbibliotheken) HAL11) und) HAL) 12) nach) der)
Fällung)durch)PEG/NaCl)
Titer!
HAL11!
κ!Bibliothek!
HAL12!
λ!Bibliothek!
2,9x1012) 2,4x1012)
)
Die)Titer) der)HAL11/12)Bibliotheken) sind) vergleichbar) und) liegen) im)Bereich) von)2<3x1012)
pfu/mL.) Die) Präsentation) der) pIII) Fusionsproteine) wurde) erneut) durch) einen) Immunoblot)
nachgewiesen)(Abbildung)29).)1x109)Phagen)wurden)mit)Laemmli)Puffer)versetzt)und)für)10)
Minuten)bei)95°C)danaturiert.)Der)Nachweis)erfolgte)über)einen)α<pIII<Antikörper.)
Ergebnisse)
)52)
)
Abbildung) 29:) Analyse) der) Antiköperfusionen) in) den) scFab) Bibliotheken) HAL11) und) HAL) 12.)
Immunoblot) eines) 12) %igen) SDS<Gels) zum) Nachweis) der) pIII<Fusionen.) Aufgetragen) sind) 1x109)
Phagen)nach)der)Fällung)durch)PEG/NaCl.)Der)Nachweis)erfolgte)durch)einen)Ziege)anti<Maus)(Fc<
spezifisch))AP<konjugierten)Antikörper)und)NBT/BCIP<Substrat.)
)
In) allen) Ansätzen) konnten) Phagen) nachgewiesen) werden) (Abbildung) 29).) Das)
Bandenmuster) der) Kappa) Subbibliotheken) unterschied) sich) zu) dem) der) M13K07.) Drei)
zusätzliche) Banden) waren) im) Bereich) zwischen) 75) und) 150kDA) detektierbar.) pIII)
Fusionsbanden)waren)im)Bereich)von)130)kDA)klar)erkennbar.)
4.4.5) Bibliothekendiversität)
Das)Auftreten) der) einzelnen)Keimbahnsequenzen) vor) und) nach) der)Phagenverpackung) in)
der)Bibliothek)sollte)untersucht)werden.)Hierzu)wurden) randomisiert) jeweils)300)Klone)aus)
HAL11)und)HAL12)gewählt) und)durch)Sequenzierung)analysiert.)Des)Weiteren)wurden)E.#
coli)XL1<Blue)MRF’)mit)Library)Phagen)infiziert)und)ebenfalls)jeweils)300)Klone)sequenziert.)
Die)Analyse)der)Keimbahnverteilung)wurde)mit)Hilfe) des)Webtools) vbase2192) durchgeführt)
(Abbildung)30).)
Abbildung)30:)Verteilung)der)Genfamilien)in)den)scFab)Bibliotheken)HAL11)und)HAL12)vor)und)nach)
der)Phagenverpackung)ermittelt)durch)Sequenzierung.)
)
Den)größten)Teil)für)VH)ermittelten)Keimbahnen)der)unverpackten)Bibliotheken)(HAL11)und)
HAL12))machte)VH3)aus.)VH1,)VH2)und)VH4)waren)etwa)zu)gleichen)Anteilen)zu) finden.)
Den) kleinsten) Anteil) machte) VH5) und) VH6) aus.) VH7) konnte) in) den) untersuchten) Klonen)
nicht)identifiziert)werden.)Nach)der)Verpackung)sah)die)Verteilung)nahezu)identisch)aus.)Der)
Anteil)an)VH3)war)etwas)gestiegen,)der)an)VH5)und)VH6)hingegen)gesunken.)
Ergebnisse)
) 53)
Den) größten) Teil) in) HAL11) machten) die) Keimbahnen) Vκ1) und) Vκ3) aus.) Kleiner) war) der)
Anteil) von) Vκ2,) Vκ4) und) Vκ5.) Keine) Klone) der) Keimbahn)Vκ6) konnten) detektiert) werden.)
Nach)der)Phagenverpackung)war)Vκ1)um)etwa)15)Prozent)gestiegen,)Vκ3)um)etwa)diesen)
Anteil) geschrumpft) und) Vκ4) etwa) identisch.) Bei) den) verpackten) Phagen) konnten) die)
Keimbahnen)Vκ5)und)Vκ6)nicht)ermittelt)werden.))
Die)am)häufigsten)auftretenden)Keimbahnen)in)der)HAL12)waren)Vλ1,)Vλ3)und)Vλ6,)gefolgt)
von)Vλ2,)Vλ7) und)Vλ9.)Antikörpergene)der)Keimbahnen)Vλ4,)Vλ5)Vλ8)und)Vλ10) konnten)
nicht)nachgewiesen)werden.)Nach)der)Verpackung)war)sich)der)Vλ3)Anteil)etwa)verdoppelt,)
Vλ4) ungefähr) verdreifacht.) Der) Anteil) an) Vλ1)war) um) die) Hälfte) gesunken.) Zudem)waren)
nach)der)Verpackung)ein)geringer)Teil)an)Vλ8,)Vλ9)und)Vλ10)zu)finden.)
4.5! Selektion!von!Antikörperfragmenten!mittels!Phagendisplay!
Nach) abgeschlossener) Klonierung) und) Verpackung) der) scFab<Bibliothek) sollte) die)
Anwendbarkeit) in) der) Antikörperphagenselektion) getestet) werden.) Zunächst) wurden) alle)
Parameter) der) Selektion) einem) etablierten) Protokoll) der) scFv<Antikörpergenerierung)
angepasst.)Auf)diese)Weise)wurde)über)drei)Panning<runden)unter)Verwendung)des)E.#coli)
Stammes)XL1<Blue)MRF’)selektiert.)Wie)für)die)scFv)Selektion)etabliert,)wurde)auch)für)das)
scFab<Panning)zunächst)der)Helferphage)M13K07)in)allen)Selektionsrunden)verwendet.)
4.5.1) Verwendete)Antigene)und)Eigenschaften)
Um)die)Qualität)und)die)Vielseitigkeit)der)scFab<Bibliothek)zu) testen,)wurden)verschiedene)
Antigene) und) Strategien) für) die) Antikörperphagenselektion) gewählt.) Es) wurden) intra<) und)
extrazellulär) vorkommende) Proteine) sowie) unterschiedliche) Peptide) ausgewählt.) Des)
Weiteren) wurde) versucht) Antikörper) gegen) Bead<,) Mikrotiterplatten<) und) Immunröhrchen<
gekoppelte)Antigene) zu) generieren.)Die)Antigene)waren) teilweise)mit) einem)murinen) oder)
humane)Fc<Teil)fusioniert)oder)biochemisch)biotinyliert.)Für)das)Screening)im)ELISA)wurden)
lösliche)Antikörperfragmente)sowie)ganze)Phagenpartikel)verwendet.)In)Tabelle)4<3)ist)eine)
Übersicht)der)verwendeten)Antigene)sowie)deren)Eigenschaften)dargestellt.)
)
Ergebnisse)
)54)
Tabelle)4/3:)Übersicht)der)verwendeten)Antigene)zur)Antiörperphagenselektion)sowie)deren)Eigenschaften.)
#" Antigen" Peptid" Protein" Tag" Biotin" Anzahl"der"
Pannings"
MTP" Bead" Immunotube" lösliche"scFab"
Screening"
Phagen"
Screening"
Binder"
1) 4/1BB) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) ) !) !) )
2) aBeta) !) ) ) ) 3) !) !) ) !) !) )
3) CD27) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) ) !) !) )
4) CD30) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) ) !) !) )
5) CD33) ) !) hIgG1/Fc) ) 7) !) !) ) !) !) )
6) CD40) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) ) !) !) )
7) CEA/CD66E) ) !) hIgG1/Fc) ) 5) !) !) ) !) !) )
8) CEACAM1) ) !) hIgG1/Fc) ) 5) !) !) ) !) !) )
9) EGFR) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) ) !) !) )
10) EpCAM) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) ) !) !) )
11) JNK2) ) !) ) !) 3) !) !) ) !) !) )
12) HCV)/)E2dHTG) ) !) ) ) 1) !) ) ) !) ) )
13) HCV)/)E2dHTG) ) !) hIgG1/Fc) ) 1) !) ) ) !) ) )
14) HCV)/)E2dTG) ) !) ) ) 1) !) ) ) !) ) )
15) HCV)/)E2dTG) ) !) hIgG1/Fc) ) 1) !) ) ) !) ) )
16) HER2) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) ) !) !) )
17) HER3) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) ) !) !) )
18) huTNFR/1) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) !) !) !) )
19) huTNFR/2) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) !) !) !) )
20) Lysozym) ) !) ) (!)) 2) !) !) ) !) ) )
21) moTNFR/1) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) ) !) !) )
22) moTNFR/2) ) !) hIgG1/Fc) ) 4) !) !) ) !) !) )
23) MUC1) !) ) ) !) 3) !) ) ) !) ) )
24) RNAse)1) ) !) ) ) 3) !) !) ) !) !) )
25) RNAse)4) ) !) ) ) 3) !) !) ) !) !) )
26) RNAse)5) ) !) ) ) 3) !) !) ) !) !) )
27) RNAse)7) ) !) ) ) 3) !) !) ) !) !) )
28) TAU)pep)1) !) ) ) ) 2) !) !) ) !) !) )
29) TAU)pep)2) !) ) ) ) 2) !) !) ) !) !) )
30) TAU)pep)3) !) ) ) ) 2) !) !) ) !) !) )
31) TGFBR2) ) !) hIgG1/Fc) ) 2) !) ) ) !) ) )
32) "Protein“)I) ) !) ) !) 3) !) !) ) !) !) )
33) "Protein")II) ) !) ) !) 3) !) !) ) !) !) )
34) "Protein")III) ) !) ) !) 4) !) !) ) !) !) )
35) Lin7c) !) ) ) !) 1) ) !) ) !) ) )
36) UB2D1) !) ) ) !) 1) ) !) ) !) ) )
37*) INADL/1) !) ) ) !) 1) ) !) ) !) ) )
38*) TX1B3) !) )) ) !) 1) )) !) )) !) )) )
39*) UCHL3) !) ) ) !) 3) !) ) ) !) !) )
40*) BIRC3) !) ) ) !) 3) !) ) ) !) !) )
Ergebnisse)
)55)
#"Antigen"Peptid"Protein"Tag"Biotin"Anzahl"der"
Pannings"
MTP"Bead"Immunotube"lösliche"scFab"
Screening"
Phagen"
Screening"
Binder"
41*)UEVLD/I)!)))!)3)!)))!)!))
42*)ZO3)!)))!)3)!)))!)!))
43*)UBE25/I)!)))!)3)!)))!)!))
44*)BIRC2)!)))!)3)!)))!)!))
45*)UBP8)!)))!)3)!)))!)!))
46*)UBE2a)!)))!)3)!)))!)!))
47*)TOPB1/h003)!)))!)3)!)))!)!))
48*)TP53B/1/h006)!)))!)3)!)))!)!))
49*)TX1B3/h002)!)))!)3)!)))!)!))
50*)UBC9/h004)!)))!)3)!)))!)!))
51*)UBE2C/h003)!)))!)3)!)))!)!))
52*)UCHL5/1/h003)!)))!)3)!)))!)!))
53*)UHRF1/h005)!)))!)3)!)))!)!))
54*)XRCC1/h009)!)))!)3)!)))!)!))
55*)ZBT32/h002)!)))!)3)!)))!)!))
56*)„Peptid“)I)!)))!)3)!)))!)!))
57*)„Peptid“)II)!)))!)3)!)))!)!))
58*)„Peptid“)III)!)))!)3)!)))!)!))
59*)„Peptid“)IV)!)))!)3)!)))!)!))
60*)„Peptid“)V)!)))!)3)!)))!)!))
61*)„Peptid“)VI)!)))!)3)!)))!)!))
62*)Lysozym)!))))3)!)))!)))
63*)Streptavidin)!))))3)!)))!)))
64*)BSA)!))))3)!)))!)))
65*)Adalimumab))!)))3)!)))!)))
66*)Infliximab))!)))3)!)))!)))
Total"66"34"32"18"41"198"62"32"2"66"49"0"
Proteine)und)Peptide)in)„“)dürfen)aus)Gründen)der)Geheimhaltung)nicht)genannt)werden)
)
)
Ergebnisse)
)56)
Gegen) keines) der) in) Tabelle) 433) gelisteten) Antigene) war) es) unter) den) gewählten)
Bedingungen)möglich) Antikörper)mit) Hilfe) der) ~1x1010) großen) naiven) scFab) Bibliothek) zu)
generieren.) Es) wurden) unterschiedliche) Strategien) zur) Antikörperselektion) gewählt.) So)
wurden) Antigene) in) biotinylierter) und) nicht) biotinylierter) Form) zur) Antikörperselektion)
verwendet.) Pannings) sowohl) auf) Beads) als) auch) auf) Mikrotiterplatten) waren) dadurch)
möglich.)Zudem)wurde)bei) einigen)Antigenen)ein)Panningprotokoll)mit) dem)E.# coli)Stamm)
TG1) gewählt,) welches) im) Vergleich) zum) herkömmlichen) Selektionsprotokoll) mit) XL13Blue)
MRF’)in)diesen)Fällen)keine)Vorteile)brachte.)Das)für)scFv)standardisierte)Protokoll)sieht)das)
Immobilisieren)von)1)µg)Antigen)in)der)ersten)Selektionsrunde)vor.)Dieser)Parameter)wurde)
variiert,) sodass) Antigenmengen) von) 500) ng) bis) 15) µg) verwendet) wurden.) Auch) die)
Durchführung)von)zwei)bzw.)vier)Selektionsrunden)führte)nicht)dazu,)dass)die)Anreicherung)
von)spezifischen)Antikörperphagen)beeinflusst)werden)konnte.)Darüber)hinaus)wurden)das)
Screening)mit) löslichen)Antikörperfragmenten)und)mit)Phagenpartikeln)durchgeführt.)Keine)
Veränderung)der)Parameter)führte)zu)einer)erfolgreichen)Antikörperselektion.)
)
4.6$ Untersuchung$von$Parametern$des$Selektionsprozesses$
Mit)den)zuvor)beschriebenen)Parametern)war)es)nicht)möglich)Antikörper)gegen)eines)der)in)
Tabelle)433)gelisteten)Antigene)zu)generieren.) In)Abbildung)31) ist)die)Antikörper)Ausbeute)
einer) parallel) generierten) scFv)Bibliothek) (HAL9)und)HAL10)) dargestellt,)welche)auf)Basis)
der) selben) Spender) generiert) wurde.) Es) wurde) die) Anzahl) der) durchgeführten) Pannings)
untersucht)und)in)Korrelation)zu)den)selektierten)Antikörperfragmenten)gebracht)(Abbildung)
31).)
)
Abbildung) 31:) Anzahl) der) selektierten) Antikörper) mit) der) Antikörperbibliothek) HAL9/10) gegen) 57)
Antigene)(persönliche)Kommunikation)PD)Dr.)Michael)Hust,)Stand)Juli)2014).)
)
Dargestellt) ist)die)Menge)an)generierten)Antikörpern) insgesamt)sowie)die)Anzahl)an)scFvs)
pro) Antikörperselektion.) Total) wurden) mit) der) genannten) scFv3Bibliothek) 57) Pannings)
durchgeführt,)in)denen)über)300)spezifische)Antikörperfragmente)generiert)werden)konnten.)
Die)Zahl)an)generierten)Antikörpern)pro)Antigen)und)Selektion)liegt)zwischen)19)und)1.)
4.6.1) Automatisierung)
Um) etwaige) Fehler) bei) der) Durchführung) des) Pannings) auszuschließen,) wurde) die)
automatisierte) Antikörperselektion) auf) Beads) mittels) KingFisher) etabliert.) Zur)
Antikörpergenerierung) wurden) die) scFv3Bibliotheken) HAL7/8) sowie) die) in) dieser) Arbeit)
Ergebnisse)
) 57)
generierte)scFab)Bibliotheken)HAL11/12)eingesetzt.)Antigene)waren)die)vier)Peptide)Lin7c,)
UB2D1,) INADL31) und) TX1B3.) Nach) drei) Selektionsrunden) wurden) je) 92) Klone) im) ELISA)
untersucht.) Die) Anzahl) an) ELISA3Signalen) im) Screening,) die) signifikant) über) dem) des)
Hintergrundes)lagen,)sind)unten)dargestellt)(Tabelle)434).)
)
Tabelle) 434:) Ergebnisse) der) automatisiertenm) Antikörperselektionen) gegen) vier) Antigene) mit) den)
Bibliotheken)HAL7/8)und)HAL11/12)
$ Bibliothek$
Antigen$ HAL7/8$ HAL11/12$
Lin7c) 17) 0)
UB2D1) 78) 0)
INADL31) 0) 0)
TX1B3) 34) 0)
)
Für) Lin7c) gaben) 17) scFvs) der) 92) getesteten) Klone) im) Screening) ein) signifikant) höheres)
Signal) auf) dem)Antigen)als) auf) der)Kontrolle.)Bei)UB2D1)waren)es) 78) und)bei) TX1B3)34)
Klone.)Für)INADL31)konnten)keine)spezifisch)bindenden)scFv)Antikörperfragmente)generiert)
werden.)
Eine)Antikörperselektion)mit)Hilfe)der)scFab)Bibliothek)unter)den)gleichen)Bedingungen)war)
nicht)möglich.)
4.6.2) Elution)von)scFab)Antikörperphagen)
Eine)erfolgreiche)Antiköperselektion)mittels)Phagendisplay)erfordert)ein)effizientes)Eluieren)
der) bindenden) Phagen) vom)Antigen.) Für) das) Antikörperphagen) des) pHAL) Vektorsystems)
wurde)die)Elution)durch)Trypsin)etabliert131.)Weitere)Methoden)wurden)untersucht)und)sind)
in)Abbildung)32)zusammengefasst.)
)
Abbildung) 32:) Vergleich) verschiedener) Elutionsmethoden) von) Phagen.) 1x109) spezifische) Phagen)
wurden) verwendet) und) auf) 100) ng/Kavität) Antigen) inkubiert.) Die) Elution) erfolgte) über) Trypsin,)
HCl/Glycin) und)TAE.)Die)cfu)wurde)durch)einen)Phageninfektionstest)bestimmt.!
Ergebnisse)
)58)
Die) Verwendung) von) unterschiedlichen) Methoden) führte) in) allen) Fällen) zur) Elution) von)
Phagen.)Es)ließen)sich)keine)signifikanten)Unterschiede)der)drei)Elutionsmethoden)(Trypsin,)
basisch)oder) sauer)) feststellen.)Bei) 109)eingesetzten)Phagen)konnten) in)allen)Fällen)etwa)
106)Phagen)eluiert)werden.)
)
4.6.3) Variation)von)Helferphagen)in)der)scFab)Antikörperselektion)
Das)Verwenden)des)Hyperphagen)bei)der)Phagenverpackung) führt) zu)einem)polyvalenten)
Display) von) Antikörperfragmenten) auf) Phagen) bei) der) Verwendung) von) Phagemiden.) Für)
das) scFv3Format) etabliert,) ist) die)Verwendung) der)Hyperphage) für) die) initiale)Verpackung)
der) Bibliothek) und) der) im) Weiteren) genutzte) Helferphage) M13K07) in) den) drei)
Selektionsrunden) etabliert.) Analysen) der) nicht) erfolgreichen) Antikörperselektionen) mit)
HAL11/12) ergaben,) dass) in) Runde) zwei) und) drei) vermehrt) Antikörperphagen) mit)
unvollständigen) Antikörper3fragmenten) selektiert) werden) (Daten) nicht) gezeigt).) Es) sollte)
untersucht) werden) welchen) Einfluss) das) Verwenden) der) Hyperphage) in) den)
Selektionsrunden) hat.) Abbildung) 33) veranschaulicht) den) experimentellen) Aufbau) eines)
Pannings)gegen)CD33.))
)
)
Abbildung)33:)Schematische)Darstellung)der)verwendeten)Helferphage)in)den)Selektionsrunden.)
)
Das)Verwenden)von)M13K07)und)Hyperphage)in)der)Selektion)und)das)daraus)resultierende)
poly3) oder)monovalente)Display) von)Antikörperfragmenten) führte)nicht) dazu,) dass) sich)die)
Anzahl)an)vollständigen)Fragmenten)signifikant)veränderte)(Daten)nicht)gezeigt).)
)
4.6.4) Spicken)der)Bibliothek)
Es) wurden) zur) Selektion) von) Antikörperfragmenten) pro) Antigen) etwa) 5x1011) Phagen)
eingesetzt.) Statistisch) bedeutete) dies,) dass) bei) einer) Diversität) von) ~1010) jeder)
Antikörperklon)503fach)vertreten)war.))
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) 59)
Es) sollte) untersucht) werden,) wie) hoch) die) Menge) an) spezifisch) bindenden) Phagen) sein)
muss,)um)diese)nach)dem)Selektionsprozess)im)ELISA)zu)detektieren.)Antikörperphagen)die)
spezifisch)an)die)Antigene)MUC1,)JNK2)und)Lysozym)binden)(Daten)nicht)gezeigt),)wurden)
in) verschiedenen) Mengen) zur) Bibliothek) gegeben) und) es) wurde) ein) Panning) über) drei)
Runden)durchgeführt.)Es)folgte)ein)ELISA3basiertes)Screening)von)92)Klonen.)
Tabelle)435) ist) die)Anzahl) an)Klonen,) die) sich) im)ELISA)auf) dem)entsprechenden)Antigen)
signifikant)vom)Hintergrund)unterschieden,)dargestellt.)Getestet)wurden)in)jedem)Ansatz)92)
Klone.)
Tabelle) 435:) Übersicht) der) selektierten) Binder) aus) gespickten) scFab3Bibliotheken) nach) drei)
Selektionsrunden)
Antigene$ gespickten$Phagen$[pfu]$
104) 102)
MUC1)(32mer)) 0) 0)
JNK2) 2) 0)
Lysozym) 0) 7)
)
Das)Hinzugeben)spezifischer)MUC1)und)JNK2)Phagen)zur)Bibliothek)führte)nicht)dazu,)dass)
nach)drei)Runden)Antigen)bindende)scFabs)selektiert)werden)konnten.)Anders)war)es)bei)
JNK2) und) Lysozym) zu) beobachten.) Hier) konnten) bei) der) Zugabe) von) 104) Phagen) zum)
Panning)gegen)JNK2)zwei)Binder,)bei)der)Zugabe)von)102)Phagen)zum)Lysozym)Panning)
sieben)Binder)im)ELISA)detektiert)werden.)Analysen)durch)Sequenzierung)ergaben,)dass)es)
sich)nicht)um)die)hinzugegebenen)Klone)handelte)und)keine)vollständigen)scFabs)selektiert)
worden)sind.)
)
4.6.5) Delta)N1)und)N2)
Um)den)Einfluss)der)N1)und)N2)Domäne)im)gIII)des)Phagen)im)Antikörperphagendisplay)zu)
überprüfen,)wurden)weitere)Bibliotheken)generiert.)Die)Plasmid)DNA)der)scFab3Bibliotheken)
HAL11/12) wurde) isoliert) und) anschließend) durch) Restriktionsendonukleasen) verdaut.) Die)
daraus) resultierenden) Fragmente,) bestehend) aus) der) leichten) und) schweren) Kette) sowie)
dem)Linker,)wurde)anschließend)in)die)Vektoren)pHAL22)(ΔN1),)pHAL23)(ΔN2))und)pHAL24)
(ΔN1+N2)) kloniert.) Die) Transformation) erfolgte) in) elektrokompetente) ER2738) Zellen)
(Lucigen).) Kappa) und) Lambda) sowie) die) unterschiedlichen) ΔN1/N2/N1+N2) Bibliotheken)
wurden)getrennt)voneinander)generiert)und)gelagert.)In)Abbildung)34)sind)die)Resultate)der)
Einzeltransformationen) und) die)Diversitäten) von)Kappa) und) Lambda) für) pHAL22,) pHAL23)
und)pHAL24)dargestellt.)
)
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)
Abbildung) 34:) Diversität) der) generierten) scFab3Antikörpergenbibliotheken) auf) Basis) des) pHAL22,)
pHAL23) und) pHAL24) aufgeteilt) in) Kappa) und) Lambda) und) Transformationsraten) der)
Einzeltransformationen.)
)
Wie) Abbildung) 34) veranschaulicht,) wurden) sechs) Bibliotheken) generiert.) Die)
Transformationseffizienzen)der)Einzeltransformationen)lagen)im)Bereich)von)107)cfu)und)108)
cfu.)Die)Diversität)aller)Bibliotheken)lag)im)Bereich)von)233x108)(außer)pHAL)23)Lambda)und)
pHAL24)Lambda)=)8x107).)Die)Verpackung)der)Antikörperbibliotheken)erfolgte)mit)Hilfe)des)
Helferphagen)M13K07)(Daten)nicht)gezeigt).)
Die)Bibliotheken)wurden)im)Folgenden)zu)gleichen)Teilen)für)die)Antikörperphagenselektion)
gegen) die) Antigene) 37366) (Tabelle) 433)) verwendet.) Die) Anreicherung) von) spezifischen)
Phagen)wurde)durch)einen)ELISA)mit)Antikörperphagen)untersucht.)Verpackte)Phagen)jeder)
Runde)wurden)verwendet)(Abbildung)35).)
)
Abbildung) 35:) Ergebnisse) polyklonaler) Phagen) ELISA) aller) drei) Selektionsrunden.) 100) µL)
Phagenüberstand) wurde) nach) den) Selektionsrunden) zur) Inkubtaion) auf) 100) ng/Kavität) Antigen)
verwendet.) Der)Nachweis) erfolgte) über) einen)Maus) α3pVIII) HRP3konjugierten)Antikörper) und) TMB3
Substrat.)
)
Es)wurden)drei)Selektionsrunden)gegen)unterschiedliche)Antigene)durchgeführt.)Für)keines)
der) Antigene) war) es) möglich) spezifische) Binder) zu) selektieren.) Auffällig) war,) dass) nach)
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Runde)eins)und)Runde)zwei) steigende)Signale) im)ELISA)detektiert)wurden,) in)Runde)drei)
nur) ELISA3Signale) im) Bereich) des) Hintergrundes) gemessen) wurden.) Diese) Beobachtung)
konnte)für)alle)Antigene)gezeigt)werden.))
)
4.7$ Untersuchung$von$Parametern$der$Phagenverpackung$
Die) Möglichkeit) hohe) Phagentiter) bei) der) Verpackung) zu) erzielen,) ist) wichtig,) um) die)
Diversität) einer) großen) Bibliothek) vollkommen) abzudecken.) Im) Folgenden) wird) auf) den)
Einfluss)des)Antikörperformats)auf)die)Verpackung)eingegangen.)
)
4.7.1) Helferphagen)
Die)Modelantikörper)HT1863D11)und)D1.3)sollten)in)ihrer)Eigenschaft)zur)Verpackung)in)den)
Formaten) scFv) und) scFab) verglichen) werden.) Hierbei) wurde) zur) Verpackung) sowohl) der)
Helferphage)M13K07)als)auch)der)Hyperphage)verwendet.)Getitert)wurde)durch)einen)E.#coli)
Infektionstest)(Abbildung)36).))
Die)Titer)der)verpackten)Modellantikörper)reichten)von)~1011)pfu/mL)bis)1014)pfu/mL.)Bei)der)
Verpackung) des) Antikörperfragmentes) HT1863D11) hatte) der) scFab) (Hyperphage)) den)
kleinsten) Titer) (1011) pfu/mL),) gefolgt) von) den) scFv)mit) 1012) pfu/mL) (scFv) und) scFab)) und)
dem)Hyperphagen)verpackten)scFab)mit)3x1013)pfu/mL.))
Die)Titer)des)Fragments)D1.3)(außer)scFab/Hyperphage))lagen)im)Bereich)von)1014)pfu/mL,)
für)den)D1.3)scFab)Phagen)(Hyperphage))wurde)ein)Titer)von)1012)pfu/mL)ermittelt.)
)
Abbildung) 36:) Übersicht) produzierter) Antikörperphagen) der) Klone) HT1863D11) und) D1.3) mit) den)
Helferphagen)M13K07)und)Hyperphage.)
)
Um)zu)überprüfen,)welchen)Einfluss)der)Bakterientiter)in)der)Phagenproduktion)hat,)wurden)
Zeitreihen)angefertigt.)Hierfür)wurde)die)Phagenproduktion) im)600)mL)Maßstab)von)sechs)
Lambda) scFab) Subbibliotheken) überprüft.) Stündlich) wurden) Proben) entnommen,) um) den)
Bakterien3) und) Phagentiter) zu) bestimmen.) Die) Bestimmung) der) Bakterienmenge) erfolgte)
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fotometrisch.) Zur) Bestimmung) der) Phagenkonzentration) wurde) ein) E.# coli) Infektionstest)
durchgeführt.)
Es)wurden)200)mL)Medium)mit)Bakterien)der)Subbibliothek)auf)eine)OD600)von)0,1)inokuliert.)
Bei) OD600) =) 0,5) wurde) die) Verpackung) der) Subbibliotheken) durch) die) Zugabe) von)
Hyperphage)initiiert.)Anschließend)wurde)das)Volumen)auf)600)mL)pro)Ansatz)erhöht.)Fünf)
Stunden)nach)diesem)Zeitpunkt)wurde)die)erste)Probe)entnommen)(Abbildung)37).))
)
)
Abbildung) 37:) Abhängigkeiten) der) Bakteriendichte) zur) Menge) der) produzierten) Phagen.) Die)
Bestimmung)der)Bakterienmenge)erfolgte) fotometrisch.)Die)Menge)der)Phagen) im)Überstand)wurde)
durch)einen)Phageninfektionstest)ermittelt.)Dargestellt) ist)eine)Übersicht)der)Verpackung)von)sechs)
Lambda)Subbibliotheken)über)15)Stunden.)
)
Die)ermittelten)Bakterientiter)unterschieden)sich)zu)Beginn)stark)voneinander.)Für)Bibliothek)
1) und) 5) konnte) eine)OD600) von) ~0,5) ermittelt) werden.) Alle) anderen)Kulturen) im)Vergleich)
lagen) bei) ~0,1.) Des) Weiteren) konnten) Unterschiede) im) Bakterienwachstum) beobachtet)
werden.)Die)Bibliotheken)2,)3)und)4)erreichten)bei)einem)Wachstum)über)15)Stunden)eine)
OD600)von)0,5.)Bibliotheken)1)und)5)hatten)eine)OD600)von)1,5,)wobei)nach)ca.)5)Stunden)in)
beiden) Fällen) ein) Plateau) erreicht) wurde.) Für) Bibliothek) 1) konnte) nach) 20) Stunden)
Wachstum)eine)OD600)von)~1,0)ermittelt)werden.)Für)die)Bibliotheken)1,)2,)4,)5)und)6)konnte)
nach) 20) Stunden) Phagen) Produktion) ein) Titer) von) 105) pfu/mL) gemessen) werden.)
Subbibliothek)3)hatte)nach)20)Stunden)Produktion)einen)Titer)von)108)pfu/mL.)
)
4.7.2) Temperatur)
Es)war)zu)beobachten,)dass)die)Voll3Längen)Insert3Rate)der)untersuchten)Antikörperphagen)
während)des)Selektionsprozesses)über)drei)Runden)kontinuierlich)abnahm.)Der)Einfluss)der)
Inkubationstemperatur)nach)den)Selektionsrunden)sollte)überprüft)werden.)Etabliert) ist)hier)
eine)Temperatur)von)37)°C)für)scFv)Bibliotheken.))
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Es) wurde) eine) Selektionsrunde) mit) verschiedenen) Antigenen) durchgeführt.) Nach)
erfolgreicher) Infektion) einer) E.# coli) XL13Blue) MRF’) Kultur) durch) Phagen,) wurden) die)
Bakterien) geteilt) und) über) Nacht) bei) 30) °C) und) 37) °C) in) Flüssigmedium) kultiviert,)
anschließend) ausplattiert) und) per) PCR) die) Voll3Längen) Insert3Rate) der) selektierten) Klone)
überprüft)(Abbildung)38).)
Die) Voll3Längen) Insert3Rate) der) Antikörperfragmente) kultiviert) bei) 30) °C) und) bei) 37) °C)
unterschieden)sich)nicht)signifikant)voneinander.)Die)Insert3Raten)lagen)im)Bereich)zwischen)
60)%)und)80)%.))
)
Abbildung) 38:) Vergleich) der) Anzahl) an) scFab) Fragmenten) mit) Voll3Längen) Insert3Raten) bei) den)
Inkubationstemperaturen)30)°C)und)37)°C.)Die)erfolgte)Bestimmung)durch)Kolonie)PCR.)
)
4.8$ Selektion$von$spezifischen$Antikörperphagen$mittel$ELISA$
Die)Auswahl)der)Antikörperfragmente,)die)nach)den)Selektionsrunden)ihr)Antigen)spezifisch)
binden,)erfolgte)mittels)ELISA.)Das)Antigen)und)eine)Negativkontrolle,)standardmäßig)BSA,)
wurde) immobilisiert) und) Einzelklone) entweder) als) Antikörperphage) oder) als) lösliches)
Antikörperfragment) wurden) produziert) und) die) Bindung) untersucht.) Klone) deren) ELISA)
Signale) auf) dem) Antigen) signifikant) höher) waren) als) auf) der) Negativkontrolle) wurden) für)
weitere)Analysen)ausgewählt.))
Im) Folgenden) sollte) untersucht) werden,) welchen) Einfluss) die) Produktion) von) löslichen)
Antikörperfragmenten) und) Antikörperphagen) sowie) alternative) Nachweismethoden) zur)
standardisierten)HRP3Reaktion)im)ELISA)haben.)
)
4.8.1) Produktion)
Die) Signalstärke) im) ELISA) wird) vom) immobilisierten) Antigen) und) von) dem) eingesetzten)
Antikörper) beeinflusst.)Bei) höheren)Konzentrationen)des) eingesetzten)Antikörperfragments)
sind)in)der)Regel)höhere)Signale)zu)messen.))
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Um)die)optimalen)Bedingungen) für)das)Screening)von)Antikörperfragmenten)mittels)ELISA)
zu)schaffen,)wurden)Experimente)zur)Steigerung)der)scFab)Produktionsmenge)durchgeführt.)
Hier)wurde)der)Einfluss)der)Produktionstemperatur,)der)IPTG3Konzentration,)des)Zeitpunkts)
der)Induktion)und)der)des)Mediums)untersucht.)
Modellantikörper)und)zufällig)gewählte)Klone)aus)der)scFab)Bibliothek)sowie)Kontrollen)aus)
einer) etablierten) scFv) Bibliothek,) wurden) unter) verschiedenen) Bedingungen) bakteriell)
exprimiert)und)die)Überstände)bzw.)die)periplasmatische)Fraktion)analysiert.)Der)Nachweis)
des)produzierten)Fragments)erfolgte)visuell)durch)die)Auswertung)angefertigter)Dotblots)von)
Produktionsüberständen)(Daten)nicht)gezeigt).)
Das) Produktionsverhalten) der) scFv3) und) scFab3Fragmente) unterschied) sich) deutlich.) Die)
Produktion) von) löslichen) scFv3Fragmenten) war) minimal) abhängig) vom)Medium,) Zeitpunkt)
der) Induktion) und) von) der) Temperatur.) Die) Expression) von) löslichen) scFabs) in) E.# coli)
hingegen) war) weniger) robust.) Die) höchsten) Produktionsraten) konnte) unter) folgenden)
Bedingungen)erzielt)werden:) Induktion) bei)OD600) 0,5,) 500) nM) IPTG,) 5xYT)Medium,) 30) °C)
Produktionstemperatur.)
)
4.8.2) Phagen)ELISA)
Eine) Alternative) zum) Screening) von) spezifischen) Antikörperfragmenten) mit) löslichen)
Antikörpern)ist)das)Verwenden)von)Antikörperphagen.)Der)Nachweis)erfolgte)nicht)über)den)
Myc)Tag)und)einen)weiteren)HRP3gekoppelten)Antikörper,)sondern)über)einen)α3pVIII3HRP)
gekoppelten) Antikörper.) Jeder) Phage) trägt) >) 1000) pVIII) auf) der) Oberfläche) und) es) sollte)
untersucht)werden,)ob)der)Nachweis)über)dieses)Protein)Einfluss)auf)die)Sensitivität)hat.)
Das)nach)der)Antikörperselektion)durchgeführte)Screening)einiger)Antigene) (siehe)Tabelle)
433))wurde)mit) löslichen) scFabs) und)Antikörperphagen)durchgeführt) (Daten)nicht) gezeigt).)
Dieses) alternative) Screening) führte) nicht) zu) der) Identifikation) von) spezifisch) bindenden)
Antikörperfragmenten.)
)
4.8.3) ELISA)mit)dem)Nachweis)über)Europium)
Eine)Alternative) zu)HRP)und)TMB) ist) die)Verwendung)eines) α3Myc3Europium3Antikörpers.)
Der)Nachweis)des)Europiums)erfolgt)fotometrisch.)
Es) wurde) untersucht) wie) sich) das) Signal3zu3Rausch3Verhältnis) des) etablierten)
Peroxidasesystem)im)Vergleich)zum)Nachweis)über)Europium)verhält.)Zur)Analyse)wurden)
bakteriell)exprimierte)scFabs)auf) immobilisiertem)Antigen)und)Kontrollantigen) inkubiert)und)
die)Bindung)mit)beiden)Methoden)nachgewiesen)(Daten)nicht)gezeigt).))
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Die) Analysen) unterschiedlicher) Antikörperfragmente) und) derer) Konzentrationen) ergab) ein)
etwa) zweifach) erhöhtes) Signal3zu3Rausch3Verhältnis) des) Europium) basierenden)
Nachweissystems)verglichen)zum)Nachweis)über)TMB.)
Im) Folgenden) wurden) das) Screening) zur) spezifischen) Bindung) von) Antikörperfragmenten)
einiger)der) in)Tabelle)433)dargestellten)Antigene)mit)der)alternativen)Methode)durchgeführt)
(Daten) nicht) gezeigt).) Der) Nachweis) über) einen) Europium) konjugierten) α3Myc3Antikörper)
führte)nicht)zu)der)Identifikation)von)Antikörperfragmenten)mit)spezifischer)Bindung.)
)
4.9$ Charakterisierung$von$scFab$
Zur)weiteren)Analyse)sollten)die)Modellantikörper)D1.3)und)HT1863D11)als)scFv)und)scFab)
löslich) produziert) werden.) Bakterielle) und) säugerzellbasierte) Expressionen) sollten) hier)
verglichen)werden)sowie)die)Proteine)biochemisch)untersucht)und)charakterisiert)werden.)
)
4.9.1) Produktion)von)„model)scFabs“)
Zur)Produktion)der)Modellantikörper)wurden)diese)in)die)Expressionsvektoren)pOPE1073XP)
und) pCSE2.53His) kloniert,) anschließend) durch) Sequenzierung) verifiziert,) produziert) und)
gereinigt.)
)
4.9.1.1#E.#coli#Produktion#von#scFv#und#scFab#Modellantikörpern#
Die)bakterielle)Expression)der)Modellantikörper)erfolgte)mit)Hilfe)des)E.#coli)Stammes)XL13
Blue) MRF’.) Die) Produktion) erfolgte) im) LEX3Bioreaktorsystem) und) eine) Proteinreinigung)
mittels) Nickelsepharose.) Die) Proteine) wurden) gegen) PBS) dialysiert) und) bis) zur) weiteren)
Verwendung)bei)380)°C)gelagert.)Die)Produktionen)sind)im)Folgenden)dargestellt)(Abbildung)
39).))
Die) Produktion) sowie) Reinigung) der) Modellantikörper) im) LEX3Bioreaktorsystem) waren) in)
allen)Fällen)erfolgreich.)Die)Intensität)der)Banden)für)HT1863D11)scFv,)D1.3)scFv)und)D1.3)
scFab)waren)vergleichbar.)HT1863D11)scFab)hatte)im)SDS)Gel)die)stärkste)Bande.)Im)SDS)
Gel) waren) keinerlei) Verunreinigungen) oder) Degradationen) nachweisbar.) In) Elution) II) des)
HT1863D11)scFab)wurden)bei)ca.)35)kDA)und)25)kDa)Proteine)nachgewiesen.)
)
Ergebnisse)
)66)
)
Abbildung)39:)Analyse)der)bakteriell)produzierten)Antikörperklone)D1.3)und)HT1863D11)als)scFab)und)
scFv.) SDS3PAGEs) von) 12) %igen) SDS) Gelen) zum) Nachweis) der) Produktion) löslicher)
Antikörperfragmente.) Aufgetragen) sind) 10) µL) der) Elutionsfraktionen) einer) IMAC) Reinigung.) Der)
Nachweis)erfolgte)durch)das)Färben)mit)Coomassie3Brillant3Blau.)
)
4.9.1.2#Säugerzellbasierte#Expression#
Zur)weiteren)Charakterisierung)des)scFab3Formats)sollten)die)Modelantikörper)HT1863D11)
und)D1.3) in)HEK29336E)Zellen)produziert)werden.)Die)Antikörperfragmente)wurden) in)den)
Expressionsvektor)pCSE2.53His)kloniert.)
Die)Fragmente)wurden)in)HEK29336E)Zellen)transient)exprimiert.)Der)Überstand)wurde)mit)
gereinigt.) Das) Elutionsvolumen) betrug) 4) mL.) Die) Produktionsmengen) sind) in) Tabelle) 436)
dargestellt.))
)
Tabelle) 436:) Übersicht) der) Produktionsmengen) in) säugerzellbasierter) Axpression) von) produzierten)
Antikörperfragmenten)unter)Berücksichtigung)der)Korrekturfaktoren)
Antikörper$ Format$ Protein$total$
(mg)$
Produktionsausbeute$
(mg/L)$
D1.3) scFab) 1,7) 8,4)
scFv) 2,7) 13,8)
HT1863D11) scFab) 0,9) 4,4)
scFv) 3,8) 18,8)
)
Die) Produktion) der) Antikörperfragmente) im) 50) mL) Maßstab) ergab) nach) der)
Affinitätsreinigung) über) den) His3tag) Produktionsmengen) zwischen) ~0,9) mg) und) 3,8) mg)
Gesamtprotein.) Die) Produktionsmenge) der) gereinigten) scFab3Antikörperfragmente) lag) hier)
zum)Teil)deutlich)unter)dem)des)gleichen)Antikörpers)im)scFv3Format.)Des)Weiteren)wurden)
Größe)und)Reinheit)der)gereinigten)Fragmente)durch)SDS3PAGE)(Abbildung)40))und)SEC)
Analysen)(Abbildung)41)A3D))bestimmt.)
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)
Abbildung) 40:) Analyse) der) in) säugerzellbasierte) Expression) von) den) Antikörperklonen) D1.3) und)
HT1863D11) als) scFab) und) scFv.) SDS3PAGEs) von) 12) %igen) SDS3Gelen) zum) Nachweis) der)
Produktion) löslicher) Antikörperfragmente.) Aufgetragen) sind) 10) µL) der) Elutionsfraktionen) einer)
Profinia3Reinigung)(His3Trap)1)mL).)Der)Nachweis)erfolgte)durch)das)Färben)mit)Coomassie3Brillant3
Blau.)
)
Der)Antiköper)D1.3)als)scFv)und)als)scFab)Fragment)sowie)HT31863D11)als)scFab)wurden)
sauber) gereinigt.) Das) Antikörperfragment) HT1863D11) scFv) hatte) unter) reduzierenden)
Bedingungen)mehrere) Banden.) Die) stärkste) Bande)war) knapp) unter) der) Laufhöhe) der) 37)
kDa) Bande) des) Markes) erkennbar.) Zwei) weitere) distinkte) Banden) waren) unmittelbar)
darunter)detektierbar.)
Das) Aggregationsverhalten) der) gereinigten) Antikörperfragmente) sollte) durch) preparative)
Größenausschlusschromatographie) untersucht) werden.) 100) µL) gereinigter) Antikörper)
wurden)verwendet)(Abbildung)41).)Der)Durchfluss)wurde)in)500)µL)fraktioniert.)
Das) Antikörperfragment) HT1863D11) als) scFab) lag) hauptsächlich) als) Monomer) vor) und)
konnte) einer)Größe) von) 47) kDa) zugeordnet)werden.) Zu) einem)geringen)Anteil) konnte) bei)
112)kDa)ein)Dimerpeak)detektiert)werden.)Die)SEC)Analysen)des)Antikörperklons)HT1863
D11)im)scFv3Format)ergaben)zwei)deutliche)Peaks)mit)einer)Größe)von)33)kDa)und)17)kDa,)
wobei) der) Peak) mit) einer) Größe) von) 33) kDa) dem) Monomer) entsprach) und) 17) kDA) ein)
Degradations3) oder) Proteolyseprodukt)war.)Die)Peakhöhe) des)Degradationsproduktes)war)
deutlich)höher)als)der)Peak)des)Antikörpermonomers.)
In) der) SEC) konnte) für) den) Antikörperklon) D1.3) als) scFab) ein) Monomerpeak) sowie) zwei)
weitere) Peaks,) die) auf) Aggregation) hinweisen,) beobachtet) werden.) Die) Größe) des)
Monomers) entspricht) 45) kDA.) Auch) als) scFv) Fragment) ließ) sich) Aggregatbildung)
beobachten.)Das)Monomer)hatte)eine)Größe)von)ca.)33)kDA.)
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)
Abbildung)41:)Analysen)der)säugerzellbasierten)Expression)der)Antikörperklone)D1.3)und)HT1863D11)
als)scFab)und)scFvw)Für)die)Größenausschluss3chromatographie)der)Antikörperklone)wurde)die)Säule)
HiLoad16360)Superdex200)und)eine)Flussrate)von)0,5)mL/min)verwendetw)A:)HT1863D11)scFabw)B:)
HT1863D11)scFvw)C:)D1.3)scFabw)D:)D1.3)scFv.)
)
4.9.2) Natives)PAGE)und)Blotting)
Der) funktionelle) Anteil) der) scFvs/scFabs) wurde) mittels) nativer) PAGE) von) D1.3)
Antikörperfragmenten)nachgewiesen(Abbildung)42B).))
Das)Biotinylieren)des)Antigens)erfolgte)durch)die)Verwendung)des)EZ3Link)Sulfo3NHS3Biotin)
Kits.) Die) Effizienz) der) Biotinylierung) sowie) die) Funktionalität) wurden) durch) einen) ELISA)
untersucht.) Der)Nachweis) zur) Bindung) des)Antikörpers) an) das) biotinylierte) Antigen)wurde)
durch)die)Zugabe)von)spezifischen)scFv)und)scFab)Phagen)erbracht)(Abbildung)42A).)
Die) Bindung) der) scFvs) und) scFabs) ließ) sich) im) ELISA) auf) dem) biotinylierten) Antigen)
nachweisen)(Abbildung)42A).)Zudem)war)der)Nachweis)über)Streptavidin3HRP)möglich.)
In) Abbildung) 42B) ist) eine) native) PAGE) sowie) ein) Western) Blot) von) löslichen)
Antikörperfragmenten)des)D1.3)Antikörpers) dargestellt.) Links) ist) die)Native)PAGE)und)der)
Immunoblot)des)scFab)Fragmentes)zu)sehen,)rechts)die)äquivalenten)Abbildungen)des)D1.3)
scFvs.)In)der)Coomassie)Färbung)des)D1.3)scFab)waren)sowohl)die)Monomere)als)auch)die)
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Multimere)deutlich)sichtbar.)Ähnliches)gilt)für)die)Monomere)des)scFvs.)Hier)zeichneten)sich)
zwei)Banden) ab.)Da) von) dem)D1.3) scFv) keine)Multimere) in) ausreichenden)Konzentration)
vorlagen,)wurde)weniger)als)1)µg)aufgetragen.)Lediglich)eine) schwache)Bande)war) in)der)
Färbung)sichtbar.)Im)Immunoblot)war)für)den)D1.3)scFab)bei)den)Monomeren)nur)ein)sehr)
schwaches)Signal) detektierbar,) bei) den)Multimeren) ist)mit) dieser)Nachweismethode) keine)
Bande) sichtbar.) Das) scFv3Fragment) hingegen) gab) nach) der) Zugabe) des) biotinylierten)
Antigens)(Lysozym))und)der)anschließenden)DAB)Färbung)in)beiden)Fällen)klare)Signale.)
A)
)
B)
)
)
)
Abbildung) 42:) A:) Ergebnisse) zur) Überprüfung) der) Funktionalität) von) biotinylierten) Lysozym.) 100ng)
biotinyliertes) Lysozym) wurde) immobilisiert.) Das) Immobilisierte) Antigen) wurde) mit) 100) µL)
Phagenüberstand)bzw.)Streptavidin3HRP)inkubiert.)Der)Nachweis)erfolgte)für)die)Phagen)über)einen)
Maus)α3pVIII)HRP3konjugierten)Antikörper)und)TMB3Substrat)für)das)Streptavidin3HRP)nur)über)TMB3
Substrat,)M13K07)und)ein)Maus)α3pVIII3HRP3konjugierten3Antikörper) ohne) vorherige) Inkubation)mit)
scFab3) oder) scFv3Phagenüberstand) dienten) zur) Kontrollew) B:) Analyse) der) bakteriell) produzierten)
Antikörperklone) D1.3) als) scFab) und) scFv.) Native) Blots) von) 6) %igen) Gelen) zum) Nachweis) der)
Bindungseigenschaften) löslicher) Antikörperfragmente.) Aufgetragen) sind) 1) µg) Protein) einer)
präparativen) SEC.) Die) Gele) wurden) auf) Nitrozellulose) geblottet.) Der) Nachweis) erfolgte) durch)
Inkubation)mit)biotinylierten)Lysozym)und)Streptavidin3HRP.)Die)Farbreaktion)wurde)durch)eine)DAB)
Färbung)hervorgerufen.)
)
4.10$ Charakterisierung$von$scFab$Phagen$
Die)weitere)Charakterisierung)des)scFab3Formats)umfasste)zudem)die)Analyse)von)scFab)
Phagen.) Hier) wurden) Experimente) zur) Analyse) der) Bindungseigenschaften) und) des)
Aggregationsverhaltens)der)Phagenpartikel)durchgeführt.)
4.10.1)Messungen)zur)Antigenbindung)von)Antikörperphagen)durch)SPR)
Um)die)Bindungseigenschaft)von)Antikörperphagen)zu)testen,)wurden)die)Antigene)Lysozym)
und)MUC1)(32mer))auf)einem)CM5)Chip)immobilisiert.)Die)Messung)erfolgte)mit)scFab)und)
scFv)Phagen)in)unterschiedlichen)Konzentrationen.)ScFv)und)scFab)Phagen)wurden)in)den)
Konzentrationen)109)pfu/mL,)108)pfu/mL)und)107)pfu/mL)getestet.)Verwendet)wurden)Phagen)
die)sowohl)durch)Hyperphage)als)auch)durch)M13K07)verpackt)wurden)(Abbildung)43).)
Je) nach) Konzentration) und) Fragmenttyp) wurden) für) den) Antikörper) D1.3) unterschiedliche)
Responses)gemessen)(Abbildung)43A).)Aufgrund)der)schlechten)Immobilisierung)von)MUC1)
Ergebnisse)
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war) es) nicht) möglich) vergleichbare) Messungen) für) das) Antikörperfragment) HT1863D11)
durchzuführen.))
)
A)
D1.3$
)
B)
HT186TD11$
)
Abbildung) 43:) SPR) Analysen) zum) Nachweis) der) spezifischen) Bindung) von) Antikörperphagen.) A:)
Nachweis)der)Bindung)von)D1.3)scFv3)und)scFab3Phagen)an)das)an)einen)CM5)Chip)immobilisierte)
Antigen) Lysozym.) Verwendet) wurden) 109) pfu/mL,) 108) pfu/mL) und) 107) pfu/mL) scFv3) und) scFab3
Phagen.)B:)Nachweis)der)Bindung)von)HT1863D11)scFv3)und)scFab3Phagen)an)das)an)einen)CM5)
Chip)immobilisierte)Antigen)MUC1.)Verwendet)wurden)109)pfu/mL,)108)pfu/mL)und)107)pfu/mL)scFv3)
und)scFab3Phagen.)
)
Um)die)verschiedenen)Antikörperphagen)untereinander)zu)vergleichen,)wurde)die)Steigung)
der) Kurven) durch) eine) lineare) Regressionsgerade) bestimmt.) Abbildung) 44A) und) B)
veranschaulichen) die) ermittelten) Steigungen.) Die) ermittelten) Steigungen) (Abbildung) 44A))
unterscheiden)sich)signifikant)voneinander.))
A)
)
B)
)
Abbildung) 44:) Darstellung) der) ermittelten) Regressionen) aus) Abbildung) 43.) A:) Steigung) der)
Phagenbindung)des)Klones)D1.3)an)das)Antigen)Lysozymw)B:)Regressionen)der)Phagenbindung)des)
Klones)HT1863D11)an)das)Antigen)MUC1.)
)
Der) höchste)Wert) wurde) für) den) durch) Hyperphagen) verpackten) scFv3Phagen) in) der) 109)
pfu/mL)Konzentration)ermittelt,)gefolgt)von)der)M13K07)verpackten)scFv3Phage)ebenfalls)in)
der) Konzentration) 109) pfu/mL.) Dies) unterschied) sich) deutlich) von) der) scFab) Phage)
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(Hyperphage)verpackt).)Die)Steigung)bei)109)pfu/mL)entsprach)etwa)der)der)scFv)Phagen)
bei)zehn3fach)weniger)eingesetzten)Phagen.)Bei)einer)Konzentration)von)107)pfu/mL)konnte)
in)allen)Fällen)nahezu)keine)Response)gemessen)werden.))
Die)ermittelte)Response) für)die)HT1863D11)Phagen)auf)dem)Antigen)MUC1)unterschieden)
sich) für) alle) untersuchten) Phagen) nicht) voneinander) (Abbildung) 44B).) Eine) vergleichbare)
Tendenz)wie)in)Abbildung)44A)veranschaulicht,)lässt)sich)in)diesem)Fall)nicht)feststellen.)
)
4.10.2) Fluoreszenzmikroskopie)
Um) das) Aggregationsverhalten) von) Antikörperphagen) zu) ermitteln,) wurden) 1x109)
Antikörperphagen) über) einen) FITC3konjugierten3α3pVIII) Antikörper) markiert) und) durch)
Fluoreszenzmikroskopie)visualisiert)(Abbildung)45).)
)
Abbildung)45:)Fluoreszenzmikroskopie)Aufnahmen)von)Antikörperphagen.)1x109)Antikörperphagen)in)
100) µL) PDB) wurden) mit) einem) Maus) α3pVIII) FITC) konjugierten) Antikörper) für) eine) Stunde)
präinkubiert.) 10µL) der) Phagenlösung) wurde) auf) einen) Objektträger) getropft) und) mikroskopische)
Aufnahmen)erstellt)(Christian)Boedeker,)DSMZ)Braunschweig).)
)
In) allen) Fällen) waren) Aggregate) in) unterschiedlicher) Größe) nachweisbar.) D1.3) scFv) und)
HT1863D11) scFab) bildeten) die) größten) Aggregate,) HT1863D11) die) Kleinsten.) Für) die)
Antikörperphagen)D1.3)scFab)konnten)keinerlei)Aggregate)detektiert)werden,)ebenso)für)die)
Kontrolle)M13K07)(beides)nicht)dargestellt).))
Es)wurden)je)100)Aufnahmen)angefertigt,)mit)Hilfe)von)ImageJ)analysiert)und)anschließend)
die) mittlere) Fragmentgröße) sowie) minimale) und) maximale) Größe) ermittelt.) Diese) wurden)
grafisch)dargestellt)(Abbildung)46).)
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Abbildung)46:)Ermittelte)Fragmentgrößen)spezifischer)Antikörperphagen)im)scFv3)und)scFab3Format)
ermittelt)durch)Fluoreszenzmikroskopie.))
)
Die) ermittelte) Partikelgröße) variierte) zwischen) 0) und) 300) µm.) Für) das) Antikörperfragment)
D1.3) als) scFv) wurden) die) größten) Partikel) gemessen,) für) den) HT1863D11) scFv) die)
Kleinsten.) Diese) hatten) eine) Größe) zwischen) 0) und) 35) µm.) HT1863D11) scFab) hatte)
Partikelgrößen) im) Bereich) von) 0) bis) ~150) µm) Durchmesser.) Für) das) Antikörperfragment)
D1.3) scFab) konnten) auf) keinem) der) 100) angefertigten) Aufnahmen) Fragmente) visualisiert)
werden.))
)
4.10.3) TEM)Aufnahmen)
Das) Aggregationsverhalten) von) scFv3) und) scFab3Phagen) sollte) mittels)
Transmissionselektronenmikroskopie) verglichen) werden.) Hyperphage3verpackte)
Antikörperphagen) wurden) auf) einem) Gitter) immobilisiert) und) elektronenmikroskopisch)
nachgewiesen.)Repräsentative)Bilder)sind)in)Abbildung)47)dargestellt.)
Alle) in) Abbildung) 47) dargestellten) Aufnahmen) zeigten) Strukturen,) die) auf) Phagen)
hindeuteten.) Kreisrunde) Strukturen) deutete) auf) Rückstände) der) Phagenfällung) hin)
(PEG/NaCl).)In)den)Aufnahmen)konnten)keinerlei)Unterschiede)zwischen)den)verschiedenen)
Formaten,) der) Library) und) der) M13K07) Kontrolle) nachgewiesen) werden.) Alle) Phagen)
bildeten)gitternetzartige)Strukturen)aus)und)lagen)nicht)einzeln)vor.))
)
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Abbildung)47:)TEM)Aufnahmen)von)Antikörperphagen) im)scFv)und)scFab3Format)sowie)der)HAL11)
scFab)Antikörperbibliothek)und)der)Kontrolle)M13K07)(Dr.)Rhiel,)Universität)Oldenburg).)
)
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5$ Diskussion$
Den) größten) Marktanteil) aller) produzierten) Biopharmazeutika) bildet) die) Gruppe) der)
Antikörper) und) Antikörperfusionen193.) Derzeitig) befinden) sich) viele) neue) Antikörper,)
Antikörperfragmente) und) Antikörperfusionsproteine) in) den) unterschiedlichen) klinischen)
Phasen) oder) warten) auf) Zulassung) durch) die) zuständigen) Behörden194.) Hohe)
Entwicklungskosten) und) strenge) Zulassungsbestimmungen) erfordern) robuste) und) schnelle)
Selektionsmethoden) für) Antikörper(3fragmente).) Antikörper) mit) humanem) Ursprung,)
unterschiedlichen) Affinitäten,) bestimmten) Lösungs3) und) Stabilitätseigenschaften) sowie)
Bindung)an)unterschiedliche)Antigene)wie)Toxine)oder)Oberflächenrezeptoren)sind)das)Ziel.)
Die)Antikörperphagendisplay3Technologie) bietet) verschiedene)Möglichkeiten)Antikörper)mit)
den)gewünschten)Eigenschaften)zu)generieren)und)führte)dadurch)in)der)Vergangenheit)zur)
Zulassung)einiger)Antikörper)aus)unterschiedlichen)Genbibliotheken1943196.)Bisher)wurden)im)
Antikörperphagendisplay) vorrangig) die) Formate) scFv) und) Fab) verwendet,) obgleich) sich)
beide)Formate)stark) in)der)Produktivität)unterscheiden.)Beide)Formate)bieten)allerdings)die)
Möglichkeit)auf)Antikörperphagen)präsentiert)zu)werden.)Hust)et#al.) (2007))demonstrierten,)
dass)es)möglich)ist,)durch)das)Verwenden)eines)Peptidlinkers)leichte)und)schwere)Kette)des)
Fab) Fragments) zu) verknüpfen.) Es) entstand) ein) single) chain) Fab) Fragment) (scFab).) Die)
Produktion) dieser) Fragmente) war) in) löslicher) Form) sowohl) in) Prokaryoten) also) auch)
Eukaryoten)möglich186,197.) Zudem)wurde) durch)Fusion) des) scFabs) zum)pIII) Phagenprotein)
das) erfolgreiche) Verpacken) von) Antikörperphagen) demonstriert.186) Darüber) hinaus)
ermöglicht) die) Fusion) des) scFabs) an) den) Fc) Teil) die) Expression) von) scIgGs)
Säugerzellkultur198.)
Das)Format)des)scFab)soll)die)Eigenschaften)der)beiden)Formate)scFv)und)Fab)vereinigen.)
ScFvs) neigen) zu)Multimerisierung) und) haben) eine) geringere) Stabilität) verglichen) zu) Fab3
Fragmenten1993202.)Das)Fab)Fragment)liegt)hauptsächlich)als)Monomer)vor)und)neigt)weniger)
zu)Aggregation202,203.)Schwere)und)leichte)Kette)von)Fabs)sind)getrennt)voneinander)kodiert)
und)bei)der)Expression)wird)das)vollständige)Protein)durch)die)Verknüpfung)beider)Ketten)
durch) eine) Disulfidbrücke) generiert.) Das) korrekte) Falten) und) das) Erzeugen) von)
Disulfidbrücken)in)E.#coli,)dem)verwendeten)Produktionsorganismus)beim)Phagendisplay,)ist)
jedoch) problematisch204.) Hust) et) al.) (2007)) nahmen) an,) dass) das) scFab) Fragment) die)
positiven)Eigenschaften)beider)Formate)vereinigen)kann186.)
Antikörperbibliotheken) unterscheiden) sich) im)Ursprung) des) genetischen)Materials:)Es)wird)
zwischen) synthetischen177,) semi3synthetischen141) und) naiven152155) Bibliotheken)
unterschieden.) Naive) Bibliotheken) unterscheiden) sich) in) Diversität) und) zudem) in) dem)
Verhältnis)bzw.)Vorkommen)der)enthaltenen)Keimbahngene131,156,177.)
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Das)Ziel) dieser)Arbeit)war) die)Generierung) einer) humanen) naiven)Antikörpergenbibliothek)
mit)einer)Diversität)von)1010)auf)Basis)des)scFab)Fragments.)
)
5.1$ Vorarbeiten$zur$Generierung$einer$naiven$scFabTBibliothek$
5.1.1) Design)des)Antikörperphagendisplayvektors)
Der) für) die) Generierung) der) scFab3Bibliotheken) verwendeten) Vektoren) basieren) auf) dem)
Phagemiden) pSEX7198,205) der) durch)Optimierungen) bezüglich)Kettenorientierungen,) Linker)
und) tags) die) pHAL3Vektorserie) hervorbrachte186,206,207.) Verwendet) wurden) die) Vektoren)
pHAL38/43.) Die) Präsentation) von) scFab3Antikörperfragmenten) auf) Phagen) sowie) die)
Produktion)und)Reinigung)von)löslichen)Antikörperfragmenten)mit)diesen)Vektoren)wurde)für)
definierte)Modellklone)in)E.#coli,)Pichia#pastoris)und)Bacillus#megaterium)beschrieben186,197.)
Die) Expression) von) Antikörpern) wird) von) der) Wahl) der) Codons) beeinflusst208.) Allerdings)
führten)die)in)der)vorliegenden)Arbeit)durchgeführten)Optimierungen)der)codon#usage)für)E.#
coli,) unter) den) beschriebenen) Bedingungen) nicht) zu) erhöhter) Expression) oder) zu) einer)
Erhöhung)der)Displayrate)auf)Phagen.)Ansätze)zur)Optimierung)der)Codon#usage)für)E.#coli)
für) ganze) synthetische) Bibliotheken) wurden) in) der) Vergangenheit) durchgeführt) und) führte)
hier) zu) verbesserter) Phagenproduktion,) Displayrate) oder) Expression) löslicher)
Fragmente177,209,210.) Darüber) hinaus) sind) eine) Vielzahl) zum) pHAL38) kompatible)
Säugerzellkultur3Vektoren)verfügbar131,211,)bei)denen)nicht)auszuschließen)ist,)dass)nach)der)
Umklonierung) die) Expression) dann) auf) Grund) der) verwendeten) für) E.# coli) optimierten)
Sequenz)beeinträchtig)werden)könnte212,213.))
Der) pHAL38/43) bietet) durch) die) Verwendung) eines) Amber) Stopp) Codons) zwischen)
Antikörperfragment) und) gIII) die) Möglichkeit,) nach) Bedarf) entweder) lösliche)
Antikörperfragmente) oder) gIII) Fusionsproteine) zu) exprimieren186.) Das) Screening) löslicher)
Antikörperfragmente) kann) daher) ohne) Klonierungsschritt) durchgeführt) werden) und)
unterscheidet)sich)dadurch)von)anderen)Systemen112,144.)
)
5.1.2) Sammeln)von)Spendermaterial)und)Isolation)von)relevanten)Genen)
Deletionen,)Insertionen)oder)Duplikationen)in)Genen)können)zu)Strukturvarianten)im)Genom)
führen.) Diese) spontanen) Variationen) haben) zu) einem) breiten) Spektrum) an)
Sequenzvariationen)innerhalb)der)menschlichen)Spezies)geführt214,215.)Dies)führte)in)den)für)
Antikörper) kodierenden) Bereichen) im) menschlichen) Genom) zu) unterschiedlichsten)
Varianten.)
Die) Größe) des) IGH) Locus) beträgt) in) etwa) eine) Megabase,) befindet) sich) auf) dem) 14.)
Chromosom) und) umfasst) zwischen) 123) und) 129) variable) Gene) (IGHV).) Die) D3Region)
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beinhaltet)27)Gene) (IGHD),)der)J3Teil)9) (IGHJ))und)der)konstante)Teil)5311)Gene) (IGHC).)
Duplikationen) und) Deletionen) machen) den) IGH) Locus) zu) einem) der) diversesten) im)
menschlichen) Genom.) Die) Folge) ist,) dass) einem) gesunden) Menschen) einige) Subklassen)
fehlen)können27,216,217.)
Um) eine) hohe) Diversität) der) Antikörpergenbibliothek) zu) erreichen) wurde) die) naive) scFab)
Bibliotheken)auf)der)Grundlage)von)96)nicht) immunisierten,)gesunden)Donoren)konstruiert.)
Lymphozyten)wurden)aus)peripherem)Blut) isoliert)und)cDNA)generiert.)Diese)große)Anzahl)
an) Spendern) sowie) deren) Herkunft) (Europa/Amerika,) Asien,) Indien,) etc.)) verspricht) die)
theoretisch)mögliche)Vielfalt)der)Keimbahnen)und)Subklassen)abzudecken.)Die)Möglichkeit)
spezifische)Binder)aus)Bibliotheken)mit)sogar)kleineren)Spendergruppen)zu) isolieren,) ist) in)
der) Literatur) beschrieben112,144,218.) Die) Frage) welchen) Einfluss) Patienten) mit)
Autoimmunerkrankungen)auf) die)Diversität) und)Qualität) der)Bibliothek)haben,) konnte)nicht)
untersucht)werden,) da) zum)Zeitpunkt) der)Generierung) kein)Spendermaterial) vorlag.)Diese)
Option)gilt)aber)als)vielversprechend144.)
Um)die)genetische)Diversität)der)Donoren)zu)erhalten,)wurden)verschiedene)Methoden)zur)
Generierung)von)Bibliotheken)etabliert.)Antikörpergenbibliotheken)werden)durch)Ein3Schritt,)
Zwei3Schritt) oder) Drei3Schritt) Klonierungen) generiert.) Unterschieden) wird) darin,) ob) leichte)
und) schwere) Kette) gemeinsam,) vorher) kombiniert) durch) AssemblyHPCR,) getrennt)
voneinander) oder) sogar) Subtypen3separiert) in) den) Phagemiden) kloniert)
werden110,112,131,153,161,2193221.)Ein3Schritt3Klonierungsstrategien)haben)durch)die)Methodik)den)
Nachteil,) nur) bedingt) die) abgedeckte) Diversität) während) der) Klonierung) überprüfen) zu)
können.) ScFv3Bibliotheken) auf) Basis) der) pHAL) Vektorserie) konnten) in) der) Vergangenheit)
erfolgreich) durch) Zwei3Schritt3Klonierungen) generiert) werden131,222,223) und) für) die)
Generierung)der)scFab3Bibliothek)wurde)aus)diesem)Grund)diese)Methode)gewählt.))
)
5.1.3) Generierung)von)zwei)scFab3Testbibliotheken)und)Analysen)
Die)Tauglichkeit)des)scFab3Formats,)insbesondere)in)den)Phagemiden)pHAL38)und)pHAL43)
sollte)untersucht)werden)und)Testbibliotheken)wurden)mit)Hilfe)des)E.#coli#Stamm)XL13Blue)
MRF’)generiert.)Dieser)Stamm)wurde)bereits)mehrfach)erfolgreich) für)die)Generierung)von)
naiven3) oder) Immunbibliotheken) verwendet131,2223224.) Die) Diversitäten) der) generierten)
Bibliotheken) lagen) für) die) pHAL38) Bibliothek) im) Bereich) von) 5x107) und) für) pHAL43) bei)
8x107.) Antikörperphagenselektionen) mit) Bibliotheken) dieser) Größenordnung) haben) in) der)
Vergangenheit) ausgereicht,) spezifische) Binder) im) subnanomolaren) Bereich) zu)
generieren225,226.)Verschiedene)Parameter)der)Vektoren)pHAL38)(nicht)Codon)optimiert))und)
pHAL43)(Codon)Optimierung)der)VH)für)E.#coli))sollten)verglichen)werden)um)den)Vektor)mit)
den)besten)Eigenschaften)zur)Erstellung)einer)großen)komplexen)Bibliothek)zu)identifizieren.)
Transformationseffizienzen,) Insert3Raten,) Phagentiter) sowie) Displayraten) der) Bibliotheken)
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beider) Vektoren) wurden) untersucht) und) unterscheiden) sich) unter) den) gewählten)
Bedingungen) nicht) signifikant.) Antikörperselektionen) mit) Bibliotheken) beider) Vektoren)
brachten)einen)Binder)gegen)das)Antigen)JNK2)hervor,)welcher)der)pHAL38)Bibliothek)(nicht)
Codon3optimiert)) zugeordnet) werden) konnte.) Die) spezifische) Bindung) konnte) in)
weiterführende)Analysen)sowohl)im)ELISA)als)auch)im)Westernblot)validiert)werden.)Zudem)
konnte)die)Spezifität)des)Klons)FLT0593B6)auf)Zelllysat)demonstriert)werden.)Im)Folgenden)
wurden)die)komplexen)scFab)Bibliotheken)HAL11/12)auf)Grundlage)des)pHAL38)generiert,)
da)die)Codon)optimierte)Variante)keinerlei)erkennbare)Vorteile)brachte)und)Klon)FLT0593B6)
durch)eine)Selektion)mit)der)scFab)Genbibliothek)in)diesem)Vektor)generiert)wurde.))
)
5.2$ Die$naive$scFabTPhagenbibliothek$$
5.2.1) Klonierung)von)scFab)Phagen)Bibliotheken))
Die)Klonierung)der)scFab)Bibliothek)entsprach)exakt)der)zuvor)beschriebenen)Generierung)
der) Testbibliotheken.) Zur) Generierung) einer) ~1010) großen) Bibliothek) wurden) etwa) 370)
Einzeltransformationen) benötigt.) Dieser) Wert) ist) vergleichbar) zu) anderen) in) der) Literatur)
beschriebenen)Bibliotheken)gleicher)Größenordnung131,144.))
Tiller) et# al.) (2013)) erreichten) durch) das) Verwenden) eines) optimierten) E.# coli) Stammes)
signifikant)höhere)Transformationsraten,)was)bei)gleichem)Aufwand)zu)einer)mehr)als)zehn3
fach) höheren) Bibliothekendiversität) führte177.) Des) Weiteren) waren) bei) einer) parallel)
entwickelten)scFv3Bibliothek)die)Transformationsraten)verglichen)mit)der)generierten)scFab3
Bibliothek) um) den) Faktor) zwei) höher) (persönliche) Kommunikation) PD) Dr.) Michael) Hust).)
Gründe) dafür) können) die) Gesamtplasmidgröße) oder) die) Ligationseffizienz) sein) 227.)
Entscheidend) bei) der) Generierung) von) komplexen) Bibliotheken) sind) somit) zum) einen) der)
gewählte)E.#coli)Stamm)als)auch)das)Antikörperformat.)
Etwa)90)%)der)HAL11/12)Bibliotheken) tragen)sowohl)die) leichte)und)als)auch)die)schwere)
Kette.) Dieser)Wert) liegt) sogar) über) den) beschriebener) Bibliotheken) auf) Basis) des) pHAL3
Vektorsystemes)und)folglich)sollte)dieser)Faktor)keinen)negativen)Einfluss)auf)die)Selektion)
von)Antikörperklonen)haben131))
Die)Generierung)der)Bibliotheken)erfolgte)durch)PCR)Amplifikation)humaner)Keimbahngene)
unter)Verwendung)etablierter)Primersets.)Durch)den)Vergleich)der)Keimbahnverteilung)von)
HAL11/12)mit)in#vivo)Daten)und)den)scFv3Bibliotheken)HAL7/8)sollte)untersucht)werden,)ob)
durch)das)Spendermaterial)oder)die)PCR)Amplifikation)Auffälligkeiten)feststellbar)waren.))
Diskussion)
)78)
)
Abbildung)48:)Vergleich)der)Verteilung)der)Genfamilien)in)vitro177,)den)scFab)Bibliotheken)HAL11)und)
HAL12)und)den)scFv)Biblotheken)HAL7)und)HAL8)ermittelt)durch)Sequenzierung.)
)
Die)Verteilung)der)Keimbahnsequenzen) in#vivo,)der)HAL7/8)und)HAL11/12)aufgeteilt)in)VH,)
Vκ)und)Vλ)ist)in)Abbildung)34)dargestellt.))
Beim)Betrachten)der)Verteilung)der)Keimbahngene)der)VH)von)HAL11/12)war)auffällig,)dass)
sich) der)Anteil) der)VH2) im)Vergleich) zur)HAL7/8) und) den) in# vivo) Bedingungen) signifikant)
unterschied.)Der)Anteil) in)der)scFab)Bibliothek)machte)insgesamt)etwa)20)%)aus.)VH4)war)
sowohl) im)Fall)der)HAL7/8)als)auch) im)Fall)der)HAL11/12)Bibliothek)verglichen)mit)den) in#
vivo)Werten)unterrepräsentiert.)Weitere)Auffälligkeiten)waren)nicht)zu)beobachten.)
Die) Verteilung) der) Genfamilie) in) VK) entsprach) etwa) für) beide) Bibliotheken) den) in# vivo#
Bedingungen.#Im)Fall)von)HAL11/12)war)VK1)leicht)über3)VK3)leicht)unterrepräsentiert.)
Deutliche) Unterschiede) konnten) für) die) Genfamilie) VL) festgestellt) werden.) In# vivo# konnte)
90)%) VK1/2/3) nicht) nachgewiesen) werden.) Die) Antikörpergenbibliotheken) HAL7/8) und)
HAL11/12)enthielten)zu)gleichen)Teilen)VL1/2/3/6,)deren)Anteil)etwa)90)%)ausmachte.)Die)
anderen) Keimbahnen) konnten) nicht) nachgewiesen) werden.) Die) Funktion) der)
Antikörpergenbibliotheken)HAL7/8)sind)ausführlich)beschrieben131)Auf)Grund)der)Ähnlichkeit)
der)Keimbahnverteilung)der)Bibliotheken)HAL11/12)zu)HAL7/8) ist)davon)auszugehen,)dass)
die)generierten)scFab)Bibliotheken)funktionsfähig)sind.)
)
5.2.2) Selektion)von)Antikörperfragmenten)mittels)Phagendisplay))
Die) Verwendung) des) Hyperphagen) führt) zu) einem) polyvalenten) Display) der)
Antikörperfragmente) was) bei) der) Antikörperselektion) mit) komplexen) Bibliotheken) Vorteile)
bringen) kann) 228,229.) Die) Verpackung) aller) generierten) scFab) Bibliotheken) war) durch) die)
Verwendung)des)Hyperphagen)möglich.))
Etabliert) wurde) für) die) Antikörperphagenselektion) mit) pHAL) Bibliotheken) die) Anzahl) an)
eingesetzten) Phagenpartikeln,) welche) die) Diversität) der) Bibliothek) um) den) Faktor) 100)
übersteigen89.) Dies) erfordert) eine) große) Menge) an) produzierten) Phagen) bei) einer)
errechneten)Diversität)der)scFab)Bibliothek)von)ca.)1010.)Es)konnte)nachgewiesen)werden,)
dass) die) Phagenproduktion) im) Falle) der) generierten) Bibliothek) hochskalierbar)war) und) so)
ausreichende) Mengen) für) Antikörperphagenselektionen) produziert) werden) konnten.) Unter)
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den)für)die)Verpackung)der)Bibliothek)gewählten)Parametern)sind)Titer)im)Bereich)von)1012)
bestimmt)worden.)Verglichen)zu)Verpackungen)mit)M13K07) ist)dieser)Wert) jedoch)um)den)
Faktor)100)geringer)und)könnte)durch)die)Verwendung)anderer)modifizierter)Helferphagen)
verbessert) werden138,230.) Die) Funktionalität) der) Bibliothek) sollte) jedoch) durch) die)
Verwendung) der) Hyperphage) nicht) beeinträchtigt) sein,) da) dieser) Helferphage) bereits)
mehrfach)auch)für)sehr)große)Bibliotheken)erfolgreich)eingesetzt)wurde)und)zu)erfolgreichen)
Panningresultaten)führte131,177,231.)
Ziel) ist)es,)die)durch)Transformation) in)E.#coli) generierte)Diversität)der)Bibliothek)während)
der) Verpackung) zu) erhalten.) Für) die) scFab) Bibliotheken) HAL11/12) konnten) keine)
signifikanten) Unterschiede) vor) und) nach) der) Phagenverpackung) ermittelt) werden) (außer)
VK6).)Jedoch)sind)die)Keimbahnen)VH6,)VK6)und)VL8)nicht)zu)finden,)welche)aber)auch)in#
vivo) nur) selten) auftreten) sind177.) Ein) Einfluss) auf) den) Selektionsprozess) von)
Antikörperfragmenten) ist)allerdings)nicht)zu)erwarten,)da) tatsächlich)selektierte)Antikörpern)
einer)scFv3Bibliothek)keine)der)genannten)Keimbahnen)enthalten)(Abbildung)49w)persönliche)
Kommunikation)PD)Dr.)Michael)Hust).)
)
Abbildung) 49:) Übersicht) der) durch) Sequenzierung) ermittelten) Keimbahnverteilung) selektierte)
Antikörperklone)der) scFv)Bibliothek)HAL)9/10) (persönliche)Kommunikation)Dr.) Jonas)Küglerw)Stand)
August)2014).)
)
Die)Testbibliotheken)wurden)zur)Antikörperselektion)gegen)JNK2)und)Lysozym)verwendet.)
Gegen) das) Antigen) JNK2) konnte) erfolgreich) unter) etablierten) Bedingungen) der) Klon)
FLT0593B6)selektiert)werden)und)die)Spezifität)nachgewiesen)werden.)Klon)FLT0593B6) ist)
somit) ) weltweit) das) erste) scFab) Antikörperfragment,) welches) aus) einer) naiven) Bibliothek)
stammt,) da) bisherige) scFab)Binder) aus) Immunbibliotheken)mittels)Hefen3Display) generiert)
worden)sind232.))
Für) die) Antikörperselektion) mittels) HAL11/12) wurde) zunächst) die) für) beschriebenen) scFv)
Bibliotheken)etablierte)Methodik)angewendet131,222,233,) führte) jedoch)nicht) zur)Selektion)von)
spezifischen) Antikörperphagen.) Im) Weiteren) wurden) verschiedene) Parameter) wie)
Elutionsbedingungen) oder) die) Verwendung) der) Helferphage) geändert.) Auch) diese)
Veränderungen) führten) nicht) zur) erfolgreichen) Selektion.) Um) den) Grund) der) nicht)
erfolgreichen)Selektion)zu)klären)wurden)weitere)Analysen)zum)scFab)Format)durchgeführt))
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5.2.3) Untersuchungen)von)Parametern)des)Selektionsprozesses)
Es) sollte) untersucht) werden) in) welchem) Überschuss) ein) potentieller) Binder) während) der)
Selektion)vorhanden)sein)muss,)um)diesen) im)Panning)detektieren)zu)können.)Es)wurden)
Antikörperphagen,) die) spezifisch) für) ein) bestimmtes) Antigen) sind,) in) unterschiedlichen)
Konzentrationen)der)naiven)Bibliothek)beigemischt.)Sowohl) für)den)Antikörperklon)D1.3)als)
auch) für) den) HT1863D11) war) es) unter) den) gewählten) Bedingungen) nicht) möglich) diese)
Klone)zu)selektieren.))
Der) Klon)D1.3)wurde) aus) einem)Hybridom) isoliert191,) HT1863D11) stammt) aus) einer) scFv3
Immunbibliothek234)was)Einfluss)auf)das)Resultat)haben)könnte.)Die)Eignung)als)scFab) ist)
fragwürdig,)obwohl)die)Funktion)beider)Klone)als) lösliches)scFab3Antikörper3Fragment)und)
als) Antikörperphage) bereits) in) Teilen) nachgewiesen) werden) konnte186,197.) Die)
Konvertierbarkeit) von) Antikörper) in) andere) Formate) kann) einen) Einfluss) auf) die) Bindung)
haben235.)
Die)Größe)der)in)E.#coli)exprimierten)Proteine)kann)einen)Einfluss)auf)die)Expressionsmenge)
sowie) die) Löslichkeit) haben236.) Es) sollte) untersucht) werden,) ob) das) Verkürzen) des) pIII)
Fusionsproteins)Auswirkungen)auf)den)Selektionsprozess)hat)und)Limitierungen)des)E.#coli)
Systems) zu) Ausfällen) bei) der) Selektion) führten.) Aus) diesem) Grund) wurde) weitere)
Bibliotheken)generiert,)bei)denen)Teile)des)gIII)(im)gIII3Fusionsprotein))deletiert)wurden.)Es)
wurden) drei) scFab) Bibliotheken) mit) folgenden) Eigenschaften) generiert:) ΔN1,) ΔN2) und)
ΔN1+N2.))
N1)und)N2)spielen)eine)übergeordnete)Rolle)bei)der)E.#coli)Infektion95)jedoch)ist)es)möglich)
Antikörperfragmente) mit) Hilfe) von) Antikörperphagen) zu) selektieren,) die) Deletionen) im) gIII)
Fusionsprotein) tragen106,107,237,238.) Die) Antikörperphagenselektion) mit) den) generierten)
Bibliotheken) führte) allerdings) nicht) zum)Erfolg,) sodass) davon) ausgegangen)werden) kann,)
dass) die) Größe) der) exprimierten) Proteine) in) dem) genannten) Fall) keine) Limitierungen)
darstellt.)
5.2.4) Untersuchung)von)Eigenschaften)des)scFab3Formats))
Die)Tauglichkeit)einer)komplexen)naiven)scFab)Phagenbibliothek)konnte)bisher)noch)nicht)
demonstriert) werden.) Die) Selektion) von) Antikörperfragmenten)war) in) dieser) Arbeit) nur)mit)
einer) wenig) diversen) Testbibliothek) möglich.) Es) wurden) Parameter) löslicher) scFab) sowie)
von)scFab3Phagen)untersucht,)die) im)Folgenden)diskutiert)werden)und) in)den)Kontext)der)
Antikörperphagenselektion)gebracht)werden)sollen.)
Bakterientiter) und) Phagentiter) wurden) über) die) Zeit) in) Korrelation) gebracht) und) sollten)
Aufschluss) über) die) Phagenverpackung) geben.) Die) einzelnen) Subbibliotheken) verhielten)
sich) jedoch)sehr)unterschiedlich,)wodurch)keine)Aussage)über)die)optimalen)Bedingungen)
getroffen)werden)kann.))
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Die) Produktion) und) Löslichkeit) von) Fab3Fragmenten) ist) abhängig) von) der)
Produktionstemperatur239,240.) Die) Verpackung) von) Phagen) wurde) bei) unterschiedlichen)
Temperaturen) durchgeführt,) um) zu) überprüfen,) ob) der) Anteil) an) Voll3Längenantikörpern)
verändert)werden)kann.)Es)konnten)keine)signifikanten)Unterschiede)festgestellt)werden)und)
somit) keine) veränderte) Bibliothekenqualität) durch) Temperaturänderungen) während) der)
Phagenverpackung)festgestellt)werden.)
Die)Produktion)von)Antikörperfragmenten)im)pHAL3Vektorsystem)ist)durch)den)Lac)Promotor)
reguliert207.) Eine) Eigenschaft) des) Promotors) ist,) dass) die) transkriptionelle) Kontrolle) des)
Operons)nicht)100)%)effizient) ist)und)es)zu)einer)basalen)Transkription) in)diesem)Fall)des)
Antikörperfragments)kommt241.)Bei)für)E.#coli)toxischen)Antikörperfragmenten)kann)dies)zum)
Zelltod)oder)eingeschränktem)Wachstum)führen242,243.)Die)abnehmende)Voll3Längen)Insert3
Raten) während) des) Pannings) könnten) somit) durch) eine) basale) Expression) toxischer)
Antikörper) erklärt) werden,) da) kürzere) Fragmente,) mit) einem) geringeren) Anteil) an) E.#coli)
Fremdprotein,)weniger)toxisch)sind.)Antikörperklone)mit)weder)leichter)noch)schwerer)Kette)
könnten) so) einen) Selektionsvorteil) haben.) Versuche) durch) Veränderung) der)
Kulturbedingungen)(30)°C)und)37)°C))die)basale)Expression)zu)verringern)und)so)die)Voll3
Längen)Insert3Raten)positiv)zu)beeinflussen,)waren)nicht)erfolgreich.))
Das)scFab3Format)eignet)sich)wie)auch)das)scFv3Format)zur)Verwendung)im)Antigen3ELISA)
durch) Nachweis) über) den) Myc3tag.) Vergleichende) Experimente) mit) gereinigten) scFv) und)
scFab) Antikörperfragmenten) zeigten) signifikante) Unterschiede) in) Antigenbindung.) Das)
Signal)des)scFabs)im)ELISA)lag)hier)deutlich)unter)dem)des)scFv.)Antikörperfragmente)mit)
geringen) Produktionsraten) oder) falscher) Konformation) sind) im) Screening) daher) nicht)
detektierbar,)da)das)Signal3zu3Rausch)Verhältnis)zu)gering)ist.)Jedoch)führte)eine)in)dieser)
Arbeit) durchgeführte) Optimierung) der) scFab3Produktion) nicht) zur) Selektion) spezifisch)
bindender) Antikörperfragmente.) Der) alternative) Ansatz) Antikörperphagen) anstelle) von)
löslichen) Fragmenten) zu) verwenden) war) ebenfalls) nicht) erfolgreich.) Des) Weiteren) wurde)
gezeigt,)dass)die)Änderung)des)Nachweises)über)einen)Europium3Chelat3Komplex)anstelle)
von)HRP/TMB)im)ELISA)zu)einer)Verbesserung)des)Signal3zu3Rausch)Verhältnisses)führen)
kann244,245.)Diese)Vorgehensweise) trug)dennoch) in)den)durchgeführten)Experimenten)nicht)
dazu)bei,)Antikörperklone)mit)spezifischen)Bindungseigenschaften)selektieren)zu)können.)
Zur) weiteren) Charakterisierung) des) scFab3Formats) wurden) Analysen) zur) Bindung) von)
löslichen) scFabs) und) scFab3Phagen) durchgeführt.) Für) das) scFv) Fragment) konnte) die)
Bindung)belegt)werden,)das)scFab)Fragment) jedoch)zeigte)unter) identischen)Bedingungen)
nahezu)keine)Bindung.)Da)die)Konzentration)beider)Fragmente) identisch)war,) lässt)dieses)
Experiment)auf)Stabilität3)oder)Faltungsprobleme)schließen.))
Um) die) Bindungseigenschaften) von) scFab) Phagen) zu) untersuchen,) wurden) SPR3
Experimente) von) scFv) und) scFab) Phagen) durchgeführt.) Kinetiken) können) durch) diese)
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Methode) nur) begrenzt) bestimmt) werden,) jedoch) Antikörperphagen) in) ihrer) Bindung)
untereinander) verglichen) werden2463249.) In) dieser) Arbeit) wurden) M13K07) und) Hyperphage)
verpackte)Modellphagen)untersucht.)Für)das)Antikörperfragment)D1.3)ergab)das)Experiment)
eine)103)bis)1003fach)schlechtere)Bindung)der)scFab3Phage)verglichen)mit)der)scFv3Phage.)
Auch) dieses) Experiment) lässt) vermuten,) dass) falsch) gefaltete) Antikörperfragmente) die)
spezifische)Bindung)der)scFab3Phagen)beeinflussen)könnten.)
Auch) Aggregation) kann) ein) Grund) für) veränderte) Bindungseigenschaften) eines)
Antikörperfragmentes) sein250.) Die) in) dieser) Arbeit) durchgeführten) SEC) Analysen) konnten)
bisherige) Erkenntnisse) bestätigen,) dass) die) gewählten) Modell3scFabs) zu) Aggregation)
neigen186.)In)Abbildung)50)sind)mögliche)Aggregationsformen)schematisch)dargestellt.)
)
Abbildung) 50:) Schematische) Darstellung) möglicher) Aggregatbildungen) von) scFab)
Antikörperfragmenten)(verändert)nach186).)
)
Analysen) zu) scFab3Antikörperphagen) und) deren) Aggregationsverhalten) sind) bisher) nicht)
beschrieben.) In) dieser) Arbeit) durchgeführte) Fluoreszenzmikroskopie3) und) TEM3Analysen)
sollten) Aufschluss) über) die) Komplexbildung) von) scFab3Phagen) geben.) Sowohl) die)
Fluoreszenzmikroskopie)als)auch)die)TEM3Aufnahmen)lassen)deutlich)auf)komplexbildende)
Phagen) schließen.) Unterschiede) zwischen) scFv3) und) scFab3Phagen) sind) allerdings) nicht)
signifikant.)
5.3$ Fazit$
Die) in) dieser) Arbeit) generierten) Bibliotheken) ermöglichten) die) Selektion) des) ersten) scFab)
aus)einer)naiven)Bibliothek)mittels)Phagen3Display.)Zudem)gehören)sie)mit)einer)Diversität)
von)zusammen)~1010)zu)den)größten)beschriebenen)Bibliotheken)für)Phagendisplay)(siehe)
Tabelle) 136).) Dennoch) konnte) in) 66) durchgeführten) Pannings) gegen) 198) Antigene) keine)
weiteren)Binder)selektiert)werden.)Obwohl)Optimierungen) im)Bereich)Antikörperproduktion,)
Phagenverpackung,)Screening)etc.)durchgeführt)wurden,) führte)dies)nicht)zur)erfolgreichen)
Selektion)von)Antikörperfragmenten.)
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Schon) Vorarbeiten) durch) Hust) et) al.) (2007)) deuteten) auf) Produktions–,) Faltungs–) und)
Expressionsprobleme)des) scFab3Formats) in)E.# coli) hin.)Diese) könnten)Gründe)dafür) sein,)
dass)eine)Anreicherung)von)spezifischen)scFabs)während)des)Pannings)nicht)möglich)war186)
und) dadurch) keine) weitere) erfolgreiche) Selektion) durchgeführt) werden) konnte.) Darüber)
hinaus) war) es) nicht) möglich) unter) Verwendung) der) gleichen) Bibliothek) und) den) selben)
Bedingungen)die)Selektion)des)Antikörperklons)FLT0593B6)gegen)JNK2)zu) reproduzieren.)
Weiterhin)war)es) in) ca.) 200)durchgeführten)Selektionsversuchen)nicht)möglich) spezifische)
Antikörper) zu) generieren,) was) darauf) schließen) lässt,) dass) es) sich) bei) Klon) B6) um) ein)
Zufallsprodukt)handelt.)
Darüber) hinaus) konnte) in) der) vorliegenden) Arbeit) nicht) geklärt) werden,) ob) die) in) der)
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6$ Ausblick$
Die)verminderten)Bindungseigenschaften)des)scFab3Formats)können)durch)Aggregation)und)
falsche) Faltung) hervorgerufen) worden) sein.) Durch) Optimierungen) im) Bereich) des) Linkers)
könnte)dieses)Problem)unter)Umständen)reguliert)werden.)
Darüber)hinaus)wurde)in)Arbeiten)von)Walker)et#al.)gezeigt,)dass)sich)das)scFab3Format)zur)
Selektion)von)Antikörperfragmenten)im)Hefendisplay)eignet232.)Es)sollte)untersucht)werden,)
welchen)Einfluss)das)Produktionssystem)auf)die)Expression)und)Faltung)des)Formats)hat.))
Da)in)der)durchgeführten)Arbeit)nur)ein)scFab3Binder)selektiert)werden)konnte,)wurde)nicht)
geklärt,) ob) das) scFab3Format) Vorteile) gegenüber) dem) scFv3Format) hat.) Des) Weiteren)
konnten) keine) vergleichenden) Experimente) zum) scIgG) und) dem) scFv3Fc) Fusionsprotein)
durchgeführt) werden.) Weitere) Experimente) sollten) nach) erfolgreicher) Selektion) von)
Antikörperfragmenten)durchgeführt)werden.)
)
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7" Zusammenfassung"
Aus* Antikörpergenbibliotheken* wurden* in* der* Vergangenheit* monoklonale* Antikörper* für*
Therapie* und* Diagnostik* generiert.* Unterschiedliche* Displaymethoden* wurden* hierfür*
verwendet.* Eine* etablierte* Methode* ist* das* Antikörperphagendisplay.* Bei* dieser* werden*
Antikörperfragmente* an* Phagenoberflächenproteine* fusioniert* und* ermöglichen* so* die*
Selektion*spezifischer*Binder*gegen*Antigene.*
Weit* verbreitet* bei* dieser* Anwendung* ist* das* scFv* und* das* Fab* Fragment.* Das* Ziel* der*
vorliegenden* Arbeit* war* es* ein* neues* Antikörperformat* für* Antikörpergenbibliotheken* zu*
testen:* Das* single* chain* Fab* (scFab)* Fragment.* Hierfür* wurde* zunächst* Spendern* Blut*
entnommen,*die*Lymphozyten* isoliert*und*die*Antikörper*kodierenden*Bereiche*durch*PCR*
amplifiziert.* Es* folgte* die* Klonierung* in* Phagemide* und* die* Produktion* von*
Antikörperphagen.* Im* Anschluss* wurde* die* generierte* Bibliothek* auf* unterschiedlichen*
Antigenen*getestet.**
In*etwa*200*Selektionen*war*es*nur*möglich*einen*Binder*zu*selektieren,*dessen*spezifische*
Bindung*an*das*Antigen*JNK2*durch*unterschiedliche*Experimente*validiert*werden*konnte.*
Daraufhin*wurde* im*Weiteren*untersucht,*wie*die*Selektion* verbessert*werden*kann.*Dazu*
wurde*die*Produktion*von*Antikörpern,*das*Screening,*die*Selektion*sowie*das*Format*näher*
untersucht.* Aggregation* oder* falsche* Faltung* von* scFabs* ließen* darauf* schließen,* dass*
keine*erfolgreiche*Selektion*unter*den*gewählten*Bedingungen*möglich*ist.**
*
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In*the*past*antibody*gene*libraries*were*used*for*the*selection*of*monoclonal*antibodies*for*
therapy*and*diagnostic.*Different*display*methods*were*used.*One*well*established*method*is*
antibody* phage* display.* Antibody* fragments* are* fused* to* phage* surface* proteins* which*
enables*the*selection*of*specific*binders*against*antigens.*
The*usage*of*scFv*and*Fab*fragments* is*widely*spread*for* this*kind*of*method.*Aim*of* this*
project*was*the*establishment*of*a*new*antibody*format,*the*single*chain*fab*(scFab)*format,*
for* compatibility* with* antibody* phage* display.* At* first,* donor* blood* was* taken* to* isolate*
lymphocytes* and* the* isolation* of* antibody* coding* regions* by* PCR.* Afterwards* fragments*
were*cloned* into*phagemids*and*antibody*phage*were*produced.*Following,* the*generated*
antibody*library*was*tested*on*various*antigens*
In* approximately* 200* selections* it* was* only* possible* to* select* one* binder,* with* a* well_
validated*specificity*against*the*antigen*JNK2.*
Thereupon*analysis* for*better*selection*process*was*done.*Antibody*production,*screening,*
selection* and* scFab* format* was* analyzed* in* detail.* Aggregation* or* misfolding* of* scFabs*
might*be*the*reason*for*non_successful*selection*under*used*conditions.*
*
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U00 Unit)
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